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CAPÍTULO 1: RESUMEN. 
 
Las Células Madres Mesenquimales (MSC) son células multipotentes 
con capacidad de auto-renovación que presentan una fuerte actividad 
inmunosupresora. La presencia de elevados niveles de IFN-γ, por sí sólo, o en 
combinación con otras citoquinas pro-inflamatorias, como TNF-α o IL-1β 
aumentan las capacidades inmunosupresoras de MSC en un proceso 
denominado licenciamiento. 
 
Por otra parte, el neurotransmisor inhibitorio ácido-γ-aminobutírico 
(GABA) es un importante molécula inmunosupresora producida mediante la 
descarboxilación del ácido L-glutámico por la enzima ácido glutámico 
descarboxilasa, GAD. En mamíferos, existen dos isoformas, GAD-67 and GAD-
65, las que difieren en peso molecular, localización subcelular y requerimientos 
de cofactores. Se ha demostrado que el neurotransmisor GABA es una potente 
molécula anti-inflamatoria que inhibe: primero, la proliferación de células T In 
vitro; segundo, la secreción de citoquinas pro-inflamatorias por macrófagos 
activados, y tercero, la función de células presentadoras de antígeno. 
En nuestro laboratorio hemos demostrado que el licenciamiento de 
MSC con IFN-γ e IL-1β aumenta selectivamente los niveles de mRNA y 
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proteína de GAD-67, y estos aumentos correlacionan con una mayor capacidad 
inmunosupresora de las células MSC, sugiriendo que GABA podría constituir un 
mecanismo efector de la inmunosupresión mediada por MSC. Sin embargo, no 
se ha demostrado que las células MSC licenciadas puedan secretar más 
GABA. En el presente trabajo se implementó un ensayo basado en 
fluorescencia para la detección de GABA con alta sensibilidad (LOQ=2 µM), y 
se analizaron los medios condicionados de células MSC tratadas con IFN-γ/IL-
1β y de ensayos de co-cultivo de células MSC y linfocitos T CD4+ a diferentes 
razones de MSC: TCD4+. Pese a detectar niveles secretados de GABA en 
células HEK293 transfectadas con GAD-67/GAD-65 como control positivo, no 
se logró detectar con sensibilidad suficiente los niveles de GABA secretados por 
MSC en el co-cultivo. Se discutirán consideraciones técnicas sobre el ensayo y 
posibles mejoras a la determinación de GABA en medios condicionados de 
MSC. 
 
Palabras clave: MSC, inmunosupresión, GABA 
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Abstract 
 
The Mesenchymal Stem Cells (MSCs) are multipotent cells capable of 
self-renewal that exhibit strong immunosuppressive activity. The presence of 
elevated levels of IFN-γ, alone, or in combination with other pro-inflammatory 
cytokines such as TNF-α or IL-1β increased immunosuppressive capabilities of 
MSC in a process called licensing. 
 
Moreover, the inhibitory neurotransmitter γ-aminobutyric acid (GABA) 
is an important immunosuppressive molecule produced by decarboxylation of L-
glutamic acid by glutamic acid decarboxylase enzyme, GAD. In mammals there 
are two isoforms, GAD-67 and GAD-65, which differ in molecular weight, 
subcellular localization and cofactor requirements. It has been shown that the 
neurotransmitter GABA is a powerful anti-inflammatory molecule that inhibits: 
first, the proliferation of T cells in vitro; second, the secretion of pro-inflammatory 
cytokines by activated macrophages, and third, the function of antigen 
presenting cells. 
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In our laboratory we have shown that the licensing of MSC with IFN-γ 
and IL-1β selectively increases the levels of mRNA and protein GAD-67, and 
these increases correlate with increased immunosuppressive capacity of MSC 
cells, suggesting that GABA could be an effector mechanism mediated 
immunosuppression MSC. However, it has not been shown that MSCs can 
secrete more licensed GABA. In this paper an approach based on fluorescence 
detection with high sensitivity GABA (LOQ = 2 uM) test was implemented, and 
MSC conditioned media from cells treated with IFN-γ / IL-1β and co assays 
were analyzed MSC culture cells and CD4 + T lymphocytes MSC different 
reasons: CD4 +. Despite detect secreted GABA levels in HEK293 cells 
transfected with GAD-67 / GAD-65 as a positive control was not achieved with 
sufficient sensitivity to detect GABA levels secreted by MSC in the co-culture. 
Assay techniques considerations and improvements to the determination of 
GABA in conditioned media of MSC are discussed. 
 
Keywords: MSC, immunosuppression, GABA 
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CAPÍTULO 2: INTRODUCCIÓN 
 
 
2.1. Células Madres Mesenquimales y sus capacidades inmunosupresoras 
 
Las MSC (Mesenchymal Stem Cell) o Células Madres 
Mesenquimales, conocidas también como células estromales, son células que 
derivan de la lámina mesotelial del embrión. Estas células fueron identificadas 
por Friedenstein y cols en el año 1966, quienes lograron aislar una población 
de células progenitoras de medula ósea de ratas capaces de formar hueso 
(Friedenstein & col., 1966). Luego, en 1976 describieron esta población de 
células aisladas a partir de extractos de médula ósea como unas células que se 
adherían al plástico, podían ser cultivadas durante tiempo indefinido y tenían la 
capacidad de diferenciarse a células de tejidos Mesenquimales como 
condrocitos, osteocitos y adipocitos, así como hueso, cartílago, músculo, 
tendón, grasa y estroma medular (Pittenger & col., 1999; Tantrawatpan & col., 
2013) El primero en utilizar el término MSC fue el Dr. Arnold I. Caplan, para 
referirse a células estromales presentes en el periostio y aspirados de médula 
ósea, que poseían capacidades de diferenciación a hueso y tendón, y proyectó 
la idea de aislar, expandir y utilizar las MSC como una posible terapia para la 
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regeneración de huesos y cartílagos (Caplan., 1991). En la actualidad está bien 
aceptado que las MSC habitan en prácticamente todos los tejidos adultos 
vascularizados, y se han logrado identificar MSC en tejidos tan diversos como 
médula ósea, tejido adiposo, pulpa dental, placenta, folículo piloso, dermis, 
pericondrio, cordón umbilical, jalea de Warthon, hígado, pulmón y bazo (Bianco 
& col., 2008; Socarras-Ferrer & col., 2013). Estas células tienen facultades 
multipotentes, siendo capaces de diferenciarse a diferentes tipos celulares de 
origen mesenquimal, como osteocitos, condrocitos y adipocitos (Karp & col., 
2009; Socarras-Ferrer & col., 2013; Frenette & col., 2013) Sin embargo, bajo 
determinadas condiciones de cultivo estas células también pueden dar origen a 
células del neuroectodermo como neuronas y astrocitos, en un proceso referido 
como plasticidad (Atsushi & col., 2007).  
 
A diferencia de otros tipos de células madres como lo son las células 
troncales hematopoyéticas, las MSC carecen de antígenos específicos de 
superficie. Las MSC presentan tres características que permiten diferenciarlas 
de otros tipos celulares: Primero, su capacidad de adherirse al plástico, facultad 
que permite su aislamiento y posterior expansión In vitro, característica que no 
poseen las células madres hematopoyéticas; Segundo, la expresión de 
13 
 
marcadores de superficie CD73, CD90 y CD105, además de carecer de los 
marcadores CD11b, CD14, CD19, CD34, CD45 y HLA-DR propios del linaje 
hematopoyético; y tercero, su potencial de poder diferenciarse a otros linajes 
mesenquimales como osteocitos, condrocitos y adipocitos (Dominici & col., 
2006; Karp & col., 2009; Socarras-Ferrer & col., 2013). La capacidad de 
diferenciarse en distintos tipos celulares del tejido conectivo ha permitido que la 
medicina regenerativa se beneficie del uso de estas células. El descubrimiento 
de las capacidades inmunosupresoras de las MSC, permitió abrir el campo a su 
futura utilización en la  medicina regenerativa.  
 
A finales del siglo XX fue cuando se propuso que las MSC tenían una 
función inmunomoduladora (Lazarus & col., 2000; Tse & col., 2000). 
Específicamente las MSC humanas (hMSC) pudieron suprimir la proliferación 
de linfocitos T activos, interfiriendo en la respuesta inmune adaptativa 
(Linfocitos T CD4+, CD8+, Linfocitos Reguladores, Respuesta Th1, Th2, Th17) 
(Tse & col., 2000; Tse & col., 2003; English  & col., 2007). 
 
Estudios usando MSC de babuinos en un cultivo de sangre periférica 
estimulado con leucocitos alogenicos, demostró In vitro la capacidad de las 
MSC de inhibir la proliferación de los linfocitos T de forma dosis dependiente de 
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MSC (Bartholomew & col., 2002). Esta supresión fue independiente del origen 
de los donantes de MSC (autogenicas, alogenicas). Además, las MSC 
alogenicas inhiben la proliferación de linfocitos T, inducido por mitogenos 
potentes como PHA, Con A y Spa (Di Nicola & col., 2002; Le Blanc & col., 
2003).   
 
Pero, como los linfocitos T responden a aloantigenos, al retirar del co-
cultivo las MSC, la respuesta inmunosupresora se pierde (Krampera & col., 
2003). Al agregar Interleuquina 2 (IL-2), la supresión se invirtió parcialmente 
sugiriendo que las MSC no produjeron anergia en los linfocitos T (Bartholomew 
& col., 2002). 
 
Se realizaron experimentos In vivo para probar el potencial 
inmunosupresor de las MSC, usando injertos de piel de babuinos MHC-
compatibles; se administró inmediatamente antes una inyección intravenosa de 
las MSC de donantes emparejados o de terceros. La administración de MSCs 
de los donantes o de terceros extendió la supervivencia del injerto de piel de 7 
días (control sin MSC) a 11,3 y 11,8 días, respectivamente  (Bartholomew & 
col., 2002). Otras publicaciones  informaron que las MSC derivadas del 
donante, promovieron la tolerancia a otros tejidos trasplantados, incluyendo 
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islotes pancreáticos y aloinjertos de corazón (Casiraghi & col., 2008; Ito & col., 
2010). Sin embargo, la tolerancia específica hacia las MSC o a dosis repetidas 
de MSC no se ha demostrado de forma convincente. 
 
Son muchos y variados los factores que afectan la supresión de la 
respuesta inmune mediada por MSC, incluyendo dosis de células, la proximidad 
a las células inmunes, la activación de receptores y estimulación Toll-like por 
citoquinas proinflamatorias (Waterman & col., 2010; Ranganath & col., 2012). 
Es por esto que a lo largo de los años son diversos los estudios que se han 
realizado para establecer el o los mecanismos que producen esta supresión.  
 
 Estudios realizados concluyeron que la supresión de la respuesta 
inmune mediada por MSC no era dependiente del contacto celular, pero si 
aumento por la proximidad a la célula diana. Específicamente en las células T, 
se observó la supresión en hMSC suprimidas en co-cultivo (el cual permite el 
contacto célula -célula) esto observado en ensayos de migración (Di Nicola & 
col., 2003). 
 
Tse et al, examino el efecto de factores solubles en una serie de estudios 
inhibidores. La inhibición de la prostaglandina E2 (PGE2) o indoleamina-2,3-
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dioxigenasa (IDO) dio como resultado sólo una reducción parcial de la 
supresión mediada por hMSC (Tse & col., 2003). Estos y otros estudios 
sugieren que el potencial de supresión de MSC no se puede fijar a un sólo 
factor o mecanismo, sino más bien a un cóctel de factores solubles, muchos de 
los cuales son inducidos en ambientes inflamatorios (Ranganath & col., 2012; 
Prockop & col., 2013). 
 
Una vez que el potencial inmunomodulador de MSCs se estableció in 
vitro y en modelos preclínicos tempranos, MSCs fueron llevados rápidamente a 
la clínica. En 2004, Le Blanc et al, fueron los primeros en administrar 
clínicamente alo-MSCs (Le Blanc & col., 2004). MSC haplo-idénticas fueron 
cosechadas de la madre de un niño de 9 años de edad que sufre Enfermedad 
Injerto Contra Huésped (GVHD) grado IV con resistencia al tratamiento. El 
muchacho recibió MSC a los 73 y 170 días después del trasplante de médula 
ósea, con una recuperación rápida después de cada infusión de MSC y una 
supervivencia más allá de 1 año. En contraste, los 24 pacientes en el mismo 
centro de tratamiento con GVHD grado IV que no recibieron terapia MSC, 
murieron en un promedio de 2 meses después del trasplante de médula ósea. 
Este estudio fue el primer indicio del potencial terapéutico de las MSC. Y solo 
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unos meses después de su publicación se comenzaron a reclutar pacientes 
para futuros ensayos. 
 
Desde entonces, el uso de MSC en los ensayos clínicos se disparó. 
Hoy en día, numerosas preparaciones de células MSC de instituciones 
académicas y organizaciones están siendo investigadas en cerca de 350 
ensayos clínicos (> 80% de los cuales son de fase 1 o 2, 131 han llegado a su 
finalización prevista, y 37 se han notificado como placebo controlado). Los 
ensayos clínicos que examinan la seguridad y eficacia de MSCs han utilizado 
tanto MSC alogénicas (190) y células autólogas (150) (Ankrum & col., 2014). 
Empleando sus capacidades inmunomoduladoras e inmunosupresoras, estas 
células se están estableciendo como alternativa en el futuro de la medicina en 
el tratamiento de enfermedades autoinmunes como el Parkinson, Artritis 
Reumatoide, Diabetes mellitus; o para acelerar la recuperación de distintos 
tipos de tejidos (Socarras-Ferrer & col., 2013).  
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2.2. Actividad inmunosupresora de MSC y licenciamiento con citoquinas pro-
inflamatorias. 
 
Se han descrito diversos mecanismos moleculares por los cuales las 
MSCs ejercen sus propiedades inmunosupresoras In vitro, ya sea por contacto 
célula-célula a través de Receptores Notch1, Ligandos Jagged1 entre otros 
(Liotta & Col., 2008), o por liberación de factores solubles como Factor de 
crecimiento de Hepatocitos, Prostaglandinas E2 (PGE2), Factor de Crecimiento 
Transformante β1 (TGF β1), Kynurenina, Óxido Nítrico (NO), Interleuquina 10 
(IL-10), Hemo-Oxigenasa 1(HO1), y HLA-G5 (Ghannam & Col., 2010). 
Experimentos usando agentes farmacológicos para estas vías o el uso de 
ratones knockout han permitido establecer que ninguno de estos factores es 
suficiente para causar inmunosupresión en forma aislada, pero se cree que la 
acción conjunta de estos permite una eficiente inmunosupresión.  
 
Si bien las MSC poseen una fuerte capacidad inmunosupresora, 
estas células no son capaces de producir inmunosupresión en forma basal, y 
requieren estar expuestas a condiciones características de ambientes 
inflamatorios para lograr alcanzar su máximo potencial inmunosupresor. En 
experimentos In vitro, por ejemplo, es necesario un pre-licenciamiento o priming 
19 
 
de las MSC, exponiéndolas a citoquinas pro-inflamatorias como IL-1β, IFN-γ o 
TNF–α para obtener un máximo efecto inhibitorio sobre la proliferación de 
células T. Notablemente, estas citoquinas por sí solas no son capaces de 
provocar el efecto potenciador en las propiedades inmunosupresoras y se 
requiere de una combinación de ellas para un máximo efecto (Ren & col., 
2008). Adicionalmente, experimentos de co-cultivo con células knockout de IFN-
γ Receptor en las MSC, o de ligando IFN-γ en los esplenocitos, demuestran un 
rol esencial para la citoquina IFN-γ en la conversación cruzada entre MSC y las 
células T (Sheng & col., 2008; Ren & col., 2008). 
También se ha podido verificar esta capacidad inmunosupresora de 
las MSC en un priming con IFN-  In vivo, en la enfermedad injerto versus 
huésped (GVHD) se ha podido observar que el tratamiento de las MSC con una 
dosis de 500 U de IFN-γ disminuye la mortalidad de esta enfermedad (Polchert 
& col., 2008; Krampera., 2011). 
 
Estudios previos realizados en nuestro laboratorio han demostrado 
que la combinación de las citoquinas proinflamatorias IL-1β e IFN-γ aumenta la 
capacidad inmunosupresora de las MSC, y que este aumento ocurre en forma 
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coincidente con un aumento de GAD-67,  enzima que sintetiza GABA, un 
potente agente inmunosupresor. 
 
2.3. Neurotransmisor GABA y su papel fuera del SNC. 
 
El ácido gamma-aminobutírico (GABA) fue descubierto por Awapara, 
Roberts y Frankel en el año 1950 (Awapara., 1950; Roberts & Col., 1950), y 
cerca del año 1970 se determinó que esta molécula cumplía con las 
características para clasificarse como neurotransmisor, siendo considerado el 
principal neurotransmisor de tipo inhibitorio del Sistema Nervioso Central (SNC). 
Este neurotransmisor es el que se encuentra en mayor porcentaje en el 
cerebro, siendo su concentración 200 a 1000 veces más alto que la de otros 
neurotransmisores. GABA regula la estimulación en el cerebro provocando un 
equilibrio entre la excitación e inhibición neuronal causando una híper-
polarización de la membrana post-sináptica, contrarrestando así la 
neurotransmisión excitatoria (Wang & col., 2009). Es por esto que si la función 
GABAérgica se ve alterada, se presentan diversos trastornos neurológicos y 
psiquiátricos como ansiedad, depresión y drogadicción (Enna & Col., 2007).  
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En el SNC, GABA es sintetizado en neuronas que contienen la 
enzima glutamato descarboxilasa (GAD), enzima que provoca la 
descarboxilación del glutamato (Figura 1). Co-temporal a su síntesis, y en 
presencia del transportador de GABA, V-GAT, GABA es empacado en 
vesículas sinápticas para su posterior liberación regulada (McIntire & col., 1997; 
Chaudhry & col., 1998). El exceso de GABA sintetizado es incorporado al ciclo 
de Krebs para requerimientos metabólicos mediante un proceso denominado 
GABA-shunt, donde GABA es metabolizado a succínico semialdehído mediante 
la acción de la enzima GABA transaminasa (GABA-T) y posteriormente 
reducido en la mitocondria por acción de la enzima succínico-semiladheído 
deshidrogenasa (SSADH) hasta succinato. 
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Figura 1. Ruta biosintetica de GABA. En el recuadro gris se destaca la acción de la enzima 
Acido glutámico descarboxilasa (GAD), que cataliza la descarboxilación del ácido glutámico o glutamato, 
para formar el neurotransmisor Acido γ-aminobutírico. La actividad de GAD requiere de piridoxal fosfato 
(PLP) como cofactor. Fuente: David L. Martin & Karin Rimvall. Regulation of γ-Aminobutyric Acid 
Synthesis in the Brain. J Neurochem. Vol. 60, No. 2, 1993. 
 
La enzima GABA transaminasa es blanco de acción de algunos 
fármacos con actividad anti-epiléptica, como por ejemplo γ-vinil-GABA, o 
Vigabatrina. Este fármaco, de estructura similar a GABA (Figura 2), inhibe de 
forma selectiva e irreversible a la GABA-T glial y pre-sináptica bloqueando el 
paso de GABA a succínico semialdehído, lo que lleva a un aumento de GABA 
disponible en la hendidura sináptica (Storici & col., 2004; Menachem & col., 
2011). 
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Figura 2. Estructura de la Vigabatrina.  Respecto a la estructura química del ácido -
aminobutírico (GABA), Vigabatrina tiene como única diferencia la adición de un grupo vinilo (en azul) en el 
carbono γ. Fuente: Ben-Menachem E. Mechanism of action of vigabatrin: correcting misperceptions. Acta 
Neurol Scand: 2011: 124 (Suppl. 192): 5–15. 
 
En mamíferos, existen dos isoformas de la enzima GAD, GAD-67 y 
GAD-65. Estas dos isoformas se diferencian en su localización subcelular, 
encontrándose GAD-67 homogéneamente distribuido en el citoplasma de las 
neuronas, mientras que GAD-65 se asocia a las vesículas sinápticas gracias a 
su modificación postraduccional por palmitoilación en la región N-terminal (Jamil 
Kanaani & col., 2003; Buddhala & col., 2009). Estas enzimas son codificadas 
por distintos genes GAD1 y GAD2, ubicados en humanos en los cromosomas 
10 y 2 respectivamente (Addington A.M & col, 2005). Además de su diferencia 
en el peso molecular de 67kDa y 65kDa, GAD-67 y GAD-65 se diferencian en 
secuencia aminoacídica, antigenicidad y su interacción con Piridoxal fosfato 
(PLP), siendo GAD-65 la que presenta mayor respuesta a este cofactor 
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(Erlander & col., 1991), mientras que GAD-67 une constitutivamente este 
cofactor, y es presumiblemente constitutivamente activa. 
 
GABA interactúa con tres tipos de receptores, GABA-A, GABA-B y 
GABA-C. Los receptores GABA-A son receptores ionotrópicos potentes, y sus 
subunidades conforman un heteropentámero de tipo proteico (Figura 3). Este 
canal ionotrópico forma un canal iónico selectivo para el ion cloruro, causando 
el ingreso de este anión y la hiperpolarización de la membrana, generando un 
potencial post-sináptico inhibitorio (Czapinskí & col., 2005; Alam & col., 2006). 
Actualmente se conocen 19 subunidades de este canal (α1–6, β1–3, γ1–3, δ, ε, 
π, θ, ρ1–3), las distintas combinaciones de estas subunidades le confieren al 
canal diferentes afinidades a GABA, además de otras sustancias como el 
alcohol o fármacos como las benzodiacepinas (Orsen & col., 2009). En cambio, 
los receptores GABA-B, están compuestos por dos subunidades GABA-B1 y 
GABA-B2 que son de tipo metabotrópico acoplados a proteína G y sistemas de 
segundos mensajeros que activan canales de Ca+2 y K+ en respuesta a GABA. 
Finalmente, el canal GABA-C también es un receptor ionotrópico que forma un 
canal selectivo para el ion cloruro, pero este canal se encuentra 
mayoritariamente en la retina, ya que receptores GABA-C se activan a 
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concentraciones de GABA más bajos y muestran una respuesta prolongada a 
GABA. (Enz & col., 1998; Enz., 2001). 
 
 
Figura 3. Representación esquemática del receptor GABA-A. Los receptores GABA-A son 
canales permeables a iones cloruro, Heteropentameros formados por 2 subunidades α, 2 subunidades β 
y una subunidad γ o cualquier otra de las distintas subunidades existentes. Además se observa que puede 
ser blanco del neurotransmisor GABA, análogos o antagonistas de este y también tiene sitio blanco de 
otras sustancias como Benzodiacepinas. Fuente: Dawson GR, Collinson N, Atack JR. Development of 
Subtype Selective GABAA Modulators. CNS Spectr. 2005; 10(1):21 – 27. 
 
Además de su importante función en las sinapsis inhibitorias, GABA 
presenta actividad fuera del SNC. Por ejemplo, en el epitelio de las vías aéreas 
también existe un sistema GABAérgico, estando presentes los receptores 
GABA-A y GABA-B además de la enzima biosintética de GABA, GAD. 
Sorprendentemente, en estas células pulmonares la activación de los 
receptores GABA-A causa una despolarización y no una hiperpolarización de la 
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membrana plasmática, como se ve en otros sitios. En ratones, se ha descrito 
que al sensibilizar estas células epiteliales con ovoalbúmina, se induce una 
reacción asmática y un aumento de la expresión de GAD en el citosol y de los 
receptores GABA-A en la membrana apical. Estos hallazgos han sido 
confirmados, porque la administración de inhibidores selectivos de estos 
receptores disminuye la hiperplasia de las células caliciformes y la 
sobreproducción de mucus. Lo mismo ocurre en humanos después de inhalar 
alérgenos sensibilizadores de las vías aéreas, lo que sugiere que el sistema 
GABAérgico es fundamental en la fisiopatología del asma (Xiang & col., 2007). 
Se ha descrito recientemente también que señalización GABAérgica es utilizada 
en el páncreas para regular la secreción de insulina (Franklin & col., 2004). 
GABA es sintetizado por las células β de los islotes de Langerhans en el 
páncreas, empacado en vesículas tipo sinápticas y secretado en forma regulada 
para causar un aumento de la secreción de insulina por las células β (Reetz & 
col., 1991; Braun & col., 2004; Bansal & col., 2011; Soltani & col., 2011). Este 
fenómeno requiere de la activación de canales GABA-A presentes en las 
mismas células β que, nuevamente, actúan como agentes despolarizantes 
(Soltani & col., 2011). Por lo tanto, GABA fuera del sistema nervioso central 
juega un papel importante como molécula paracrina y autocrina, utilizando las 
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mismas lógicas moleculares que en neuronas, pero independiente de su rol 
como neurotransmisor. 
 
Recientemente, se han detectado múltiples componentes del sistema 
GABAérgico también en el sistema inmune, sugiriendo que GABA actúa como 
mediador de la función inmune. Las enzimas que sintetizan GABA se han 
detectado en macrófagos, células dendríticas y linfocitos T. La enzima GABA 
transaminasa (GABA-T) se ha detectado en monocitos humanos y en linfocitos 
T CD4+. La enzima GAD-65 está presente en células dendríticas y en 
macrófagos de ratón que padecían Encefalomielitis Autoinmune Experimental 
(EAE) (Bhat & col., 2010), mientras que GAD-67 se encontró en monocitos 
periféricos de humano (Dionisio & col., 2011). Se detectó GABA en macrófagos 
de ratón estimulados (Bhat & col., 2010; Soltani & col., 2011), y en extracto de 
macrófagos periféricos sanguíneos de humano (Stuckey & col., 2005). La 
GABA-T se detectó en macrófagos, células T CD4+ y monocitos periféricos 
humanos (Bhat & col., 2010; Dionisio & col., 2011). Estos hallazgos han 
permitido hipotetizar que GABA es un agente bioactivo utilizado por el sistema 
inmune como molécula señal y evidencias recientes indican que es un 
importante agente inmunomodulador. 
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2.4. Efecto inmunomodulador de GABA. 
 
Existen numerosos reportes que demuestran los efectos 
inmunomoduladores de GABA en el sistema inmune innato y adaptativo. Por 
ejemplo, se ha establecido que  GABA modula la citotoxicidad de las células 
inmunocompetentes que expresan los canales iónicos GABA-A (Bergeret & col., 
1998). Mecanísticamente, GABA activa los canales iónicos GABA-A en 
linfocitos T y los macrófagos, resultando en una disminución de la secreción de 
citoquinas y en la proliferación de los linfocitos T frente a la aplicación exógena 
de GABA (Bjurstöm & col., 2008; Tian & col., 2004). Las señalizaciones 
GABAérgicas en el sistema inmune pueden afectar la proliferación celular, la 
actividad fagocítica, la secreción de citoquinas y además modular la migración 
de las células inmunes (Jin & col., 2011). Experimentos In vivo usando un 
ensayo de hipersensibilidad de tipo retardada muestra una disminución de las 
respuestas de células T en ratones NOD durante el tratamiento con GABA (Tian 
& col., 1999). La administración de GABA a ratones NOD no solo disminuyó la 
progresión de la enfermedad pero también disminuyó la actividad de células T 
efectoras diabetogénicas (Tian & col., 2004). En este mismo modelo, una 
disminución de las citoquinas pro-inflamatorias IL-1β, TNF-α, IFN-γ e IL-2 fue 
observado, junto a un aumento en el número de células T reguladoras 
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(CD4+CD25+FoxP3+), un subset de células T de ayuda con propiedades anti-
inflamatorias (Soltani & col., 2011). El efecto benéfico de GABA ha sido 
reportado también en otros modelos de autoinmunidad, como en el modelo 
Encefalomielitis Experimental Autoinmune (EAE) (Bhat & col., 2010), diabetes 
de tipo II inducida por dieta rica en grasa (Tian & col., 2011) y en artritis 
reumatoide inducida por colágeno (Tian & col., 2011).  
 
GABA puede estar presente en diversos órganos como el páncreas, 
glándula pituitaria, placenta, ovarios, uretra o glándula adrenal (Taniguchi & col., 
1977; Gerber & col., 1980; Okada & col., 1982) mientras que GAD ha sido 
detectado fuera del SNC en células de la glándula adrenal, islotes pancreáticos 
y testículos (Tillakaratne & col., 1995). Equivocadamente, debido a las altas 
concentraciones de GABA en la hendidura sináptica, se pensaba que los 
canales GABA-A podían ser activados por concentraciones de GABA del orden 
de milimolar, pero los canales extrasinápticos pueden ser activados, e incluso 
saturados, por concentraciones muchos menores, del orden de los micromolar o 
nanomolar (Brickley & col., 2012). Interesantemente, tanto linfocitos T como 
macrófagos presentan expresión de subunidades de canales GABA-A que 
censan GABA a menor concentración, como las subunidades δ y α5 (Alam & 
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col., 2006; Reyes Garcia & col., 2007; Wang & col., 2009; Nigam & col., 2010; 
Dionisio & col., 2011; Mendu & col., 2011), posibilitando la activación de canales 
GABA-A en los linfocitos T y en macrófagos en la periferia, con la consecuente 
disminución en la liberación de citoquinas y la proliferación de células T 
(Bjurstom & col., 2008; Jin & col., 2011). 
 
En nuestro laboratorio nosotros hemos demostrado que el 
licenciamiento de MSC con IFN-γ e IL-1β aumenta selectivamente los niveles 
de mRNA y de proteína GAD-67, y estos aumentos correlacionan con una 
mayor capacidad inmunosupresora de las células MSC, sugiriendo que GABA 
podría constituir un mecanismo efector de la inmunosupresión mediada por 
MSC. Sin embargo, no se ha demostrado que las células MSC licenciadas 
puedan secretar más GABA.  
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CAPÍTULO 3: HIPÓTESIS 
 
Las Células Madres Mesenquimales en ambientes proinflamatorios 
aumentan la secreción de GABA. 
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CAPÍTULO 4: OBJETIVOS. 
 
4.1. Objetivos generales 
 
Establecer un ensayo capaz de medir GABA en células madres 
mesenquimales y determinar cambios en los niveles de GABA secretados bajo 
estímulos proinflamatorios. 
 
4.2. Objetivos específicos. 
 
I. Establecer y estandarizar el ensayo enzimático acoplado 
con fluorescencia GABase para poder medir niveles de GABA en células 
madres mesenquimales. 
 
II. Validar el ensayo GABAse usando como control positivo 
células madres mesenquimales tratadas con Vigabatrina. 
 
III. Analizar niveles de GABA secretados por células madres 
mesenquimales expuestas a una combinación de IL-1γ e IFN-1β. 
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IV. Analizar niveles de GABA secretados por células madres 
mesenquimales en un ambiente proinflamatorios fisiológico: (ensayo de co-
cultivo de células madres Mesenquimales con Linfocitos T CD4+). 
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CAPÍTULO 5: METODOLOGÍA. 
 
 
5.1. Tipo de estudio. 
 
La presente unidad de investigación utilizará un modelo de 
investigación experimental pre-clínico. 
 
 
5.2. Lugar de realización. 
 
El presente estudio se realizó íntegramente en el Laboratorio de 
Inmunología Celular y Molecular del Centro de Investigación Biomédicas (CIB) 
de la Universidad de los Andes, el cual está provisto de áreas especializadas 
para desarrollar técnicas de cultivo celular en condiciones de esterilidad 
(campanas de bioseguridad Nivel 2, estufa húmeda con inyectores de CO2, 
visicooler para la mantención de medios refrigerados, microscopio invertido 
Axiovert), un citómetro de flujo BD FACSDiva, y un equipo para lectura de 
microplacas Infinite M1000 Tecan para lecturas de fluorescencia en placas 
multipocillo.  
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5.3. Método estadístico. 
 
Debido a que las muestras analizadas corresponden a una cantidad 
de réplicas experimentales pequeñas, se utilizó test no paramétrico Mann-
Whitney para los análisis de significancia estadística entre grupos 
experimentales, utilizando el software GraphPad Prism 5.0. Los resultados se 
representaron como gráficos de barras, mostrando el promedio y el error 
estándar medido para cada grupo experimental. 
 
5.4. Financiamiento 
 
Fondecyt Regular # 1130482 
 
5.5. Métodos y procedimientos. 
 
5.5.1. Cultivo celular.  
 
Las MSC de Médula ósea de ratón, cepa C57BL/6, se obtuvieron de 
Invitrogen, GIBCO® Mouse (C57BL/6) Mesenchymal Stem Cells Cat. N° S1502-
100 y se crecieron en condiciones asépticas en medio MSC: Alpha-MEM 
suplementado con 10% Suero Fetal Bovino (SFB, Hyclone SH30396.03), 2 mM 
36 
 
Glutamina, 10.000 U/mL Penicilina, 100 U/mL Streptomicina en una incubadora 
húmeda a 37°C con 5% CO2. Estas células son certificadas para su potencial 
de tri-diferenciación y para la presencia de los marcadores de MSC CD29, 
CD34, CD44 y Sca-1 (> 70%), y negativo para CD117 (< 5%). Las MSC 
Invitrogen son comercializadas en pasaje 8, y fueron expandidas a gran escala 
y luego congeladas en el laboratorio en crío-viales con 1 mL de medio de 
congelamiento (FBS 90% + DMSO 10%) en pasajes 10-12, utilizando 
protocolos estándar. Adicionalmente se utilizó una preparación previamente 
obtenida en el laboratorio (Luz-Crawford & col., 2013) para corroboración de 
resultados.  
 
Las células HEK 293 fueron obtenidas de ATCC (Cat. No. CRL-1573) 
y fueron crecidas en medio HEK 293: DMEM suplementado con 10% Suero 
Fetal Bovino (SFB, Hyclone SH30396.03), 2 mM Glutamina, 10.000 U/mL 
Penicilina, 100 U/mL Estreptomicina en una incubadora húmeda a 37°C con 5% 
CO2. Las células fueron regularmente tripsinizadas cuando alcanzaron un 80% 
de confluencia. En aquellos experimentos donde se requiriera transfectar las 
células HEK 293, éstas se sembraron en medio  de crecimiento HEK 293 pero 
que no contiene antibióticos. 
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5.5.2. Descongelamiento de Células.  
 
Para garantizar que las MSC no superaran un pasaje superior a 18, 
se descongelo un crío-vial cada vez que el cultivo celular en curso alcanzara 
pasaje 16, mediante el siguiente protocolo: se colocaron 4 mL de medio MSC 
en un flask T-25 para cultivo celular (SPL Lifesciences) y se dejó equilibrar en la 
incubadora. Se descongeló un crío-vial (pasaje 10-12) a temperatura ambiente 
y, una vez descongelado, se transfirió inmediatamente el contenido del crío-vial 
al flask T-25. Después de 4 horas de adhesión se reemplazó el medio de 
crecimiento, por 4 mL de medio MSC fresco para retirar el DMSO del medio de 
cultivo. 
 
Para las células HEK 293, se colocaron 4 mL de medio HEK 293 en 
un flask T-25 y se prosiguió con el mismo protocolo de descongelamiento que 
para MSC, pero se dejaron adherir las células toda la noche antes de efectuar 
el cambio de medio inicial. Las células HEK 293 se utilizaron hasta un número 
de pasaje igual a 20. 
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5.5.3. Tripsinización de Células.  
 
Para las células MSC, el crecimiento de las células se monitoreó 
diariamente mediante la inspección al microscopio y el registro de la densidad 
celular, y los cultivos de MSC se sub-cultivaron mediante tripsinización cuando 
alcanzaron una confluencia del 65-70%. Para esto, las células se lavaron 2 
veces con PBS 1x (Invitrogen) y se despegaron enzimáticamente utilizando 1-3 
mL de Solución de Tripsina 1x. Luego de 5 minutos de incubación a 37°C, las 
células se disgregaron mecánicamente por agitación suave, y se pasaron 10 
veces por una punta azul. Se detuvo la reacción de la tripsina mediante 
quenching con 2 volúmenes de medio MSC y las células se sedimentaron por 
centrifugación a 400 xg por 7 minutos. Finalmente, las células se 
resuspendieron, se contabilizaron usando una cámara de Neubauer y se 
sembraron a una densidad de 4.500 células/cm2 para un crecimiento de dos 
días, o 6.000 células/cm2 para un crecimiento de tres días. 
Para las células HEK 293, se utilizó el mismo procedimiento que para 
las células MSC pero se utilizó medio HEK 293 para detener la reacción 
enzimática de la trispina. Las células fueron resuspendidas en medio sin 
antibióticos para los experimentos de transfección, contabilizadas y sembradas 
como se detalla más adelante. 
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5.5.4. Ensayo basado en Resazurina para la determinación de GABA y 
succínico semialdehído. 
 
Se implementó en el laboratorio un ensayo basado en fluorescencia 
para la determinación de los niveles de GABA, previamente descrito en la 
literatura (Ippolito & Col., 2014). En resumen, se añadieron las actividades 
enzimáticas GABA transaminasa, Succínico semialdheído deshidrogenasa y 
Diaforasa, y los sustratos α-cetoglutarato, NADP+ y resazurina para la 
reducción de resazurina a resorufina, un compuesto estable y altamente 
fluorescente, fácilmente detectable en un lector de fluorescencia para 
microplacas. Este ensayo es específico para GABA y succínico semialdehído 
en muestras acuosas, y la señal de resorufina es directamente proporcional a la 
cantidad de estos dos analitos presentes en la muestra, no mostrando 
interferencia con otros aminoácidos presentes en la muestra biológica (Ippolito 
& Col., 2014). Las actividades enzimáticas GABA transaminasa y Succínico 
semialdheído deshidrogenasa son comercializadas como una única preparación 
denominada GABase. Técnicamente, el ensayo consistió en realizar una 
mezcla agregando 6,25 µM de Resazurina, 100 µM fosfato de nicotinamida 
adenina dinucleótido (NADP), 5 mM α-cetoglutarato, y 3,125 µM ditiotreitol 
(DTT), 0.0625 U/mL GABase, y 0.0625 U/mL Diaforasa en 100 mM de tampón 
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Tris-base, pH=8,8, todo en un volumen de 90 μL. La reacción fue iniciada 
mediante la agregación de 10 μL de muestra. Se realizó la preparación de un 
mastermix para todas las determinaciones en conjunto. Debido a que las 
actividades enzimáticas GABase y Diaforasa decaen en el tiempo una vez 
diluídas en el mastermix (Ippolito & Col., 2014). Para cada medición se preparó 
mastermix fresco, según lo recomendado en la referencia original.  
 
La presencia de las actividades GABA transaminasa y Succínico 
semialdheído deshidrogenasa en el mastermix permiten la determinación 
indirecta de los analitos GABA y SSAL en forma irrespectiva, como reducción 
de resazurina a resorufina. Para lograr cuantificar la señal de fluorescencia 
proveniente solo del analito GABA, es necesario utilizar una reacción en 
paralelo que permita determinar sólo la contribución de succínico semialdehído 
(SSAL) para así calcular la diferencia de fluorescencia obtenida con cada 
mastermix como señal GABA-específica. Para esto, se prepararon dos 
mastermix en paralelo y a uno se le agregó sulfato de hidrógeno 2-aminoetilo 
(2-AEHS) 50 mM, un potente inhibidor de GABA transaminasa y componente 
del complejo enzimático de GABAase, mientras que al otro se le agregó sólo 
agua miliQ. Para garantizar una completa inhibición de GABA transaminasa en 
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el mastermix + 2-AEHS, se incubó este mix por 10 minutos a temperatura 
ambiente antes de agregarlo a las muestras. Es necesario que el inhibidor sea 
fresco para cada ensayo, razón por la cual se preparó una pequeña cantidad 
justo previo a cada determinación. 
 
En una placa oscura de 96 pocillos de fondo claro (Costar, 3603) se 
añadió 10 µL de la muestra, seguido por la adición de 90 µL de solución 
mastermix utilizando una pipeta automática multicanal. Dos alícuotas de una 
misma muestra se utilizaron en una misma placa, para la cuantificación de 
GABA + SSAL (mastermix sin 2-AEHS), y para la cuantificación de solo SSAL 
(mastermix con 2-AEHS), respectivamente. La reacción se llevó a cabo a 
temperatura ambiente y protegida de la luz durante 30 minutos. La medición de 
la Resorufina, producto fluorescente de la Resazurina, se cuantificó usando un 
lector de placas Infinite M1000-PRO (TECAN) con los parámetros de filtros de 
560 nm de excitación/ 590 nm de emisión. Para las mediciones se efectuaron 3 
mediciones seguidas con ganancias 50, 60 y 70 para garantizar las mediciones 
óptimas para cada muestra.  
 
La señal para GABA total se obtuvo sustrayendo la señal que 
contiene solo SSAL (del mastermix con 2-AEHS) a la señal GABA más SSAL  
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(del mastermix sin 2-AEHS) en cada muestra. La curva de calibración para 
GABA se construyó a partir de un stock 100 mM y comprendió 5 puntos en un 
rango desde 6,25 a 100 µM. Todas las muestras se determinaron en triplicado 
técnico. Todas las mediciones se corrigieron por la señal proveniente de los 
background relevantes en ausencia de GABA. Para descartar artefactos e 
interferentes, se preparó la curva de calibración en el mismo medio en que 
estarían preparadas las muestras a analizar. 
 
5.5.5. Determinación de la toxicidad de vigabatrina en células MSC. 
 
En una placa oscura de 96 pocillos fondo claro (Costar, 3603) se 
sembraron 100 µl con 3.000 células Invitrogen ó LICYM (Laboratorio de 
Inmunología Celular y Molecular) y se dejaron incubando por 24 horas a en 
estufa húmeda a 37°C, 5% CO2. Al día siguiente, se preparó una dilución 
seriada de Vigabatrina (un background equivalente a medio completo, 25 µM, 
50 µM, 100 µM, 200 µM, 300 µM, 400 µM y 600 µM); y se agregaron 100 µL de 
estas diluciones a los dos tipos de MSC para evaluar el efecto de 48 horas de 
tratamiento. Terminada la administración de vigabatrina, la placa se devolvió a 
la estufa húmeda. Posterior al día del primer tratamiento de vigabatrina, se 
ejecutó el mismo procedimiento con los pocillos restantes, para evaluar el 
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efecto de 24 horas de tratamiento. Un esquema del ensayo se esquematiza en 
la Figura 4. 
 
Para medir la viabilidad celular, se utilizó el reactivo CellTiterBlue® 
(Promega) que permite la determinación de la actividad redox presentes en las 
células viables. Se agregaron 20 µL de reactivo CellTiterBlue® por pocillo y se 
colocó la placa en la incubadora a 37°C por 15 minutos. Luego de la 
incubación, se procedió a la lectura de la placa para fluorescencia en el equipo 
Infinite M1000-PRO (TECAN) utilizando los parámetros excitación 560 nm / 
emisión 590 nm con módulo detector por abajo (bottom), usando ganancia de 
53 y 18 destellos por pocillo para asegurar la detección homogénea de la 
población celular viable. 
 
Se asignó una viabilidad de un 100% a aquellos pocillos tratados con 
vehículo solamente (A1-A12) para los distintos tipos celulares y a los distintos 
tiempos de tratamiento, respectivamente. 
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Figura 4. Plantilla para determinación de toxicidad de Vigabatrina en células MSC. Se 
colocaron 100 µL de células Invitrogen (pocillos A1-H6) y 100 µL de células LICYM (pocillos A7-H12) y se 
crecieron en la incubadora a 37ºC/5% CO2. Al día siguiente, se agregaron 100 µL de cada una de las 
diluciones de vigabatrina a las columnas 1-3 y 7-9 para evaluar el efecto de 48 horas de tratamiento, y al 
día sub-siguiente se agregaron 100 µL de las mismas diluciones de vigabatrina a los pocillos restantes 
para evaluar el efecto de 24 horas de tratamiento. Fuente: Elaboración propia. 
 
 
5.5.6. Transfección de células HEK 293. 
 
Las técnicas de transfección celular permiten la introducción de 
ácidos nucleicos foráneos en el interior de las células, y se han desarrollado 
fundamentalmente para ampliar los conocimientos acerca de la regulación 
génica y de la función de las proteínas en los sistemas celulares. Nosotros 
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introducimos plásmidos para la sobre-expresión de GAD-67 y GAD-65 en 
células HEK 293 para así generar un control positivo de secreción de GABA. 
 
Se sembraron 50.000 células HEK 293 en una placa de 6 pocillos 
(Thermo Scientific) en dos mL de medio DMEM, sin antibióticos, y se dejaron 
recuperar por 24 horas en la incubadora a 37°C/5%CO2. Al día siguiente, en un 
tubo Eppendorf de 1,5 mL se agregaron secuencialmente 2 µg de Plasmidio 
pGFPmax (Lonza), 92 µL de medio DMEM y 6 µL Fugene 6 (PROMEGA), un 
reactivo no liposomal para transfectar DNA con una gran eficiencia y baja 
toxicidad (Jacobsen & cols., 2004). En otro tubo Eppendorf  se agregó 1 μg de 
pcDNA3.3-GAD-67, 1 μg de pcDNA3.3-GAD-65, se enrasó hasta 94 μL de 
DMEM y se añadieron 6 µL de Fugene 6. Ambas mezclas se incubaron a 
temperatura ambiente durante 15 minutos para la formación del complejo DNA: 
Fugene6. Transcurrido este tiempo, se añadieron las mezclas por goteo a los 
pocillos y se incubaron por 48 horas a 37°C/ 5% CO2 hasta su procesamiento. 
5.5.7. Preparación de Lisado y de Medio Condicionado de las células 
Mesenquimales y HEK 293. 
 
Para la obtención de un lisado celular (Lys), se preparó una solución 
de lisis fresca (50 mM NaOH, 1 mM EDTA) en agua MiliQ a partir de stocks 
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concentrados, y se mantuvo en hielo hasta su uso. Se aspiró rápidamente todo 
el Medio Condicionado desde cada pocillo, y se dispusieron en tubos Eppendorf 
de 1,5 mL. Inmediatamente, se lavaron las células con 1 mL de DPBS y se 
aspiró el lavado. Luego se rasparon todas las células del pocillo en 1 mL de 
DPBS y se pasaron a un tubo Eppendorf de 1,5 mL.  Se centrifugaron las 
células a 300 xg durante 10 minutos a 4°C, para luego descartar todo el 
sobrenadante. Se procedió a agregar 200 µL solución lisis fría al pellet de 
células y se agito suavemente en vórtex durante 30 segundos. Se aplicó luego 
200 µL de HCl 100 mM y el tubo se incubó por 30 minutos a 60°C en un 
termoblock, para inactivar toda actividad enzimática celular. Luego se 
centrifugaron a 100 xg 30 segundos y se aplicó 100 µL TRIS BASE 400 mM a 
cada lisado para neutralizar la muestra denaturada. Se centrifugó a 15.000 xg 
durante 5 minutos a 4°C y el sobrenadante se analizó inmediatamente, o se 
congeló a -80ºC hasta su cuantificación. 
 
Para preparar el Medio Condicionado, se clarificaron los medios 
condicionados a 300 xg durante 10 minutos a 4 °C para remover cualquier traza 
de células en suspensión presente. Se traspasó el medio condicionado 
clarificado a un nuevo tubo Eppendorf y se agregaron 50 µL HCl 350 mM a 
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todos los medios clarificados y se incubaron durante 30 minutos a 60°C en 
termoblock, para denaturar potenciales actividades enzimáticas interferentes 
presentes en el suero y secretadas por las células al medio. Luego se centrifugó 
a 100 xg 30 segundos para recolectar el condensado del tubo y se añadió 50 µL 
de TRIS BASE 400 mM para neutralizar la muestra. Se centrifugaron a 15.000 
xg durante 10 minutos a 4°C y se pasó el sobrenadante a un nuevo tubo 
Eppendorf  para procesar, o para su almacenaje a -80ºC hasta su análisis. Para 
todas las muestras, se realizaron determinaciones en triplicado técnico, y se 
incluyó análisis de background y de curva estándar de GABA para cada ensayo 
de cuantificación realizado. En la Figura 5, se esquematiza un ensayo 
prototípico de determinación que incluye la curva estándar de GABA, un control 
de Background sin GABA y un blanco de fluorescencia (H2O MQ) del 
mastermix. Según esta metodología, por cada placa de ensayo se pueden 
determinar 8 muestras independientes y su control del medio de crecimiento sin 
células, para la determinación de los niveles de GABA. 
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Figura 5. Plantilla para la medición de niveles de GABA en lisados celulares y medios 
condicionados de MSC y HEK 293. Se organizó la placa dividiéndola en mitades para ensayos con 
el mastermix sin y con 2-AEHS, respectivamente. Para todas las determinaciones, se agregaron 10 
μL de muestra previamente desnaturada y neutralizada, en forma de triplicado técnico. En rojo se 
indican los pocillos fijos con los que se elabora la curva de calibración y un control con H2O MQ. De 
acuerdo a este arreglo, un máximo de 8 muestras diferentes (M1-M8) y su respectivo background 
(Bkg) pueden ser analizados por placa. Debido a que cada tipo de muestra medible es 
sustancialmente diferente (medio condicionado y lisado celular) se confeccionaron curvas 
estándares para cada tipo de muestra, realizando diluciones seriadas de GABA en su respectivo 
tampón. Las mediciones del lisado celular y de los medios condicionados fueron realizadas en 
placas independientes. Fuente: Elaboración propia. 
 
5.5.8. Tratamiento de Células Mesenquimales con IFN-γ + IL-1β 
 
Para los experimentos con citoquinas, se mantuvieron las MSC por 
un periodo de 48 horas en presencia de citoquinas pro-inflamatorias IFN-γ e IL-
1β evaluando las citoquinas por separado y en conjunto, para probar su acción 
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individual y su acción en conjunto. Para esto, se realizaron experimentos 
apilados a tiempo reverso.  
 
Para la determinación de GABA secretado durante el licenciamiento, 
las MSC fueron sembradas el día antes del inicio del tratamiento en placas de 6 
pocillos (Thermos), utilizando 100.000 células por pocillo y un volumen final de 
1 mL. Se dejó un pocillo sin células en el cual se agregó solo medio de cultivo 
para la determinación de los niveles de GABA aportados por el medio Alpha-
MEM, la contribución de L-glutamina y el suero fetal bovino. Al término de la 
incubación, el medio condicionado y las células fueron procesados como se 
indica en la sección 5.4.7. 
 
Para los ensayos de co-cultivo, las MSC fueron sembradas en flask 
T-25 a una densidad de 4.800 cél/cm2, utilizando un volumen final de 4 mL de 
medio MSC. Al día siguiente, se removió 1 mL de medio y se suplemento con 
IFN-γ 25 ng/mL, IL-1β 20 ng/mL o ambas citoquinas juntas y se mantuvo el 
cultivo por 48 horas. Cumplido este tiempo, se guardaron los 3 mL de medio 
condicionado obtenido durante el licenciamiento para determinar y comparar los 
niveles de GABA secreteados en esta condición particular de licenciamiento, y 
se procedió a tripsinizar las células para montar un ensayo funcional de las 
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capacidades inmunosupresoras de MSC y los niveles de GABA en el co-cultivo 
(ver más adelante). 
 
Las Tablas 1 y 2 resumen las cantidades de stock de citoquinas 
añadidos a los cultivos de MSC para tratamientos en placas de 6 pocillos y en 
flasks para los ensayos de licenciamiento en un volumen mínimo y los de 
inmunosupresión, respectivamente.  
Tabla 1. Licenciamiento de MSC en placas de 6 pocillos 
Placa de 6 wells 
(Vf= 1 mL) 
Concentración 
Stock (-80°C) 
Concentración  
Stock intermedio 
Volumen 
Utilizado 
(μL) 
Concentració
n final 
(sin células) 
 
- - - - 
Control - - - - 
IL-1β 2 ng/Μl - 10 20 ng/mL 
IFN-γ 100 μg/μL 2.5 μg/μL (1:40) 10 25 ng/mL 
IL-1β  
+ IFN-γ 
2 ng/μL IL-1β    
, 100 μg/μL 
IFN-γ 
- 
2.5 μg/μL (1:40) 
IFN-γ 
10 
10 
20 ng/mL 
25 ng/mL 
IL-1β  
+ IFN-γ 
+ Vigabatrina 
(VG) 
2 ng/μL IL-1β    
, 100 μg/μL 
IFN-γ, 
100 mM VG 
- 
2.5 μg/μL (1:40) 
IFN-γ   
- 
10 
10 
1 
20 ng/mL 
25 ng/mL 
100 μM 
 
Tabla 2. Licenciamiento de MSC en flasks T-25 
Flasks T-25 
(Vf= 3 mL) 
Concentración 
Stock (-80°C) 
Concentración  
Stock intermedio 
Volumen 
Utilizado 
(μL) 
Concentració
n final 
Control - - - - 
IL-1β  
+ IFN-γ 
2 ng/μL IL-1β    
, 100 μg/μL 
IFN-γ 
- 
2.5 μg/μL (1:40) 
IFN-γ 
30 
30 
20 ng/mL 
25 ng/mL 
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5.5.9. Cuantificación de proteínas (Método de Bradford) 
 
Para poder normalizar los valores de GABA secretados al medio 
condicionado, y compensar por diferencias en la tasa de crecimiento y/o 
sobrevida de las células, se determinaron los μg de proteínas totales por pozo. 
La cuantificación de proteínas se realizó en placa de 96 pocillos de fondo plano 
marca Runlab. Se realizó una curva de calibración utilizando seroalbúmina 
bovina como patrón (BSA 2 µg/µL) y el reactivo de Bradford Protein Assay Dye 
Reagent Concentrate (Bio-Rad) siguiendo las recomendaciones del fabricante, 
con modificaciones. En breve, se realizó una dilución 1:4 del reactivo 
concentrado con H2O miliQ, se aplicaron 200 µL sobre 10 µL de muestra y se 
incubó por 10 minutos en oscuridad. La absorbancia a 620 nm fue luego 
determinada en un equipo lector de microplacas de ELISA, INFINITE F50 
(TECAN). Se interpolaron los valores en la curva de calibrado para determinar 
la concentración µg/µL y se calcularon los µg totales de proteínas por pozo 
considerando un volumen de muestra de 500 µL. 
 
5.5.10. Ensayos de inmunosupresión. 
 
Para evaluar las capacidades inmunosupresoras de las MSC, se 
realizaron ensayos de proliferación de linfocitos T CD4+ en co-cultivo con 
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diferentes dosis de MSC, ya sean controles, o pre-tratadas por 48 horas con las 
citoquinas pro-inflamatorias IL-1β [20 ng/mL] e IFN-γ [25 ng/mL], como se 
describió previamente. El día anterior al ensayo de proliferación, se trataron 
placas de 48 pocillos (Santa Cruz) con 150 µL de Anti-CD3ε (BD #556610) 1 
µg/mL en PBS 1x, por 30 minutos a 37ºC, seguido por una incubación toda la 
noche a 4ºC. 
 
Para obtener las células T CD4+ desde bazo, ratones C57BL/6 
saludables de 2-3 meses de edad fueron sacrificados mediante dislocación 
cervical, el bazo extirpado asépticamente, colocado en un tubo de 5 mL 
conteniendo PBS con antibióticos y trasladado inmediatamente a una campana 
de flujo laminar. Cada bazo se lavó 2 veces con 2 mL de PBS en una placa de 6 
pocillos y se realizó flushing de esplenocitos haciendo pasar 1 mL de PBS 1x, 6 
veces con una jeringa tuberculina. Luego se pasaron las células eluidas por un 
Cell Strainer de 70 µm (BD Biosciences #352350) y se maceró el bazo sobre el 
mismo Cell Strainer por acción mecánica, ayudado por el vástago de la jeringa 
tuberculina. Las células así disgregadas se sedimentaron por centrifugación a 
350 xg por 8 minutos en un tubo Falcón de 50 mL (BD Bioscience #352098). 
Posteriormente, se realizó la lisis de glóbulos rojos utilizando buffer ACK 1x 
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(NH4Cl 155 mM, KHCO3 10 mM, EDTA 0.1 mM, pH=7.15) durante exactamente 
2 minutos sobre hielo. Se centrifugó la mezcla durante 7 minutos y se 
resuspendieron los esplenocitos libres de glóbulos rojos en 500 µL de tampón 
de aislamiento (SFB 2%, EDTA 2mM en PBS 1x). 
 
Para determinar la concentración de células viables de la 
preparación, se realizó una dilución 1:500 en PBS y luego una dilución 1:2 con 
la sonda de exclusión viable Azul Tripán 0,4% (Lonza) para diferenciar las 
células vivas que excluyen la tinción, de las células muertas (color azul) y se 
utilizó una cámara de Neubauer para hacer el conteo celular. En cada 
experimento, se registró el rendimiento total de esplenocitos vivos obtenidos, el 
porcentaje de células muertas y la concentración celular (células/mL). Se abortó 
el experimento si la preparación de esplenocitos tenía más de un 15% de 
muerte celular evaluado por Azul Tripán.  
 
Se prosiguió con el aislamiento de los linfocitos T CD4+ mediante la 
tecnología de purificación Dynabeads Magnetic Beads®, utilizando un kit de 
selección negativa de linfocitos T CD4+ de ratón, siguiendo la recomendación 
del fabricante (Invitrogen #11415D). En breve, los linfocitos T CD4+ fueron 
separados de los demás tipos celulares mediante la incubación con un mix de 
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anticuerpos que reconoce todos los tipos celulares, con excepción de los 
linfocitos T CD4+. Luego de retirar el exceso de anticuerpo y lavar las células 
con tampón de aislamiento en frío, se agregaron los beads magnéticos a la 
suspensión celular. La unión de los beads magnéticos a las células que unieron 
los anticuerpos a su superficie, y la aplicación de la mezcla a un magneto 
permitió la recolección de los linfocitos T CD4+ intactos en el sobrenadante. 
Finalmente, se sedimentaron los linfocitos T CD4+, se resuspendieron en 500 
µL de PBS 1x y se determinó la concentración celular. 
 
Posteriormente a la obtención de linfocitos T CD4+, se realizó el 
marcaje celular con el reactivo CellTrace TM Violet (CTV) (Life Technologies 
#C34557) utilizando las recomendaciones del fabricante. El reactivo CTV 
difunde dentro de la célula, uniéndose a proteínas intracelulares de forma 
covalente, lo que resulta en una fluorescencia estable que puede ser medida a 
través de citometría de flujo. Esta fluorescencia nos permitió detectar el número 
de ciclos de proliferación linfocitaria debido a los peak de dilución del reactivo 
CTV. 
 
Los linfocitos T CD4+ marcados con CTV fueron resuspendidos en 
medio de crecimiento de linfocitos (RPMI 1640 Glutamax, suplementado con 
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10% SFB, 2 mM L-Glutamina, 2 mM Piruvato de Sodio, Penicilina 
Streptomicina, 55 µM β-mercaptoetanol) y llevados a una concentración de 
1.000.000 de células/mL. Se sembró 300 µL de suspensión celular en la placa 
de 48 pocillos que se preparó el día anterior, previo lavado dos veces con 500 
µL de medio de crecimiento de linfocitos. Inmediatamente después de sembrar 
los linfocitos se añadieron 4 µL de anticuerpo anti-CD28 0.1 µg/mL para activar 
la proliferación. Para determinar la reproducibilidad de nuestros ensayos, se 
incluyeron siempre los siguientes controles en cada experimento: un control 
basal de estimulación sin anti-CD3 y sin anti-CD28, un control solo con anti-
CD3, para evaluar la estimulación de la proliferación en ausencia de co-
estimulación y un control con anti-CD3/anti-CD28, correspondiente a la máxima 
proliferación alcanzada por la preparación de linfocitos T CD4+ CTV+.  
 
Transcurridas 4 horas post sembrado, se tripsinizaron y añadieron 
diferentes dosis de células madres mesenquimales previamente tratadas con 
citoquinas pro-inflamatorias IFN-γ [25 ng/mL] e IL-1β [20 ng/mL] durante 48 
horas. Los experimentos fueron diseñados de modo que la tripsinizacion de las 
MSC al final del tratamiento con citoquinas coincidiera con las 4 horas de 
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asentamiento del cultivo de linfocitos T CD4+ CTV+ al final del día. Finalmente, 
el cultivo se dejó proceder por 60 horas hasta el análisis por citometría de flujo. 
 
Transcurridas 60 horas del co-cultivo, los linfocitos de cada pocillo 
fueron resuspendidos cuidadosamente y traspasados a un tubo de citometría. 
Las células fueron lavadas con 3 mL de PBS 1x, resuspendidas en 50 µL de 
PBS 1x y marcadas con 3 µL de anticuerpo PE-Cy TM5 Rat Anti-mouse CD4 
(BD #553050) durante 20 minutos a 4ºC. Las células fueron lavadas una vez 
más con PBS 1x, resuspendidas en 300 µL PBS 1x y analizadas por citometría 
utilizando el equipo BD FACSCantoTM II (Beckton Dickinson). 
5.5.11. Algoritmo para el cálculo del índice de proliferación. 
 
 
Para cuantificar la proliferación de los linfocitos T CD4+ en los 
ensayos de inmunosupresión, se utilizó el índice de proliferación, que determina 
los eventos mitóticos de toda la población, el cual se analiza ciclo por ciclo de 
división o peak por peak. El índice de proliferación representa la cantidad de 
biomasa nueva generada que existe respecto a las células originales y se 
determina con razón entre la sumatoria de los eventos mitóticos y la sumatoria 
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de las células originales o precursoras. La cantidad de células mitóticas se 
calculó en cada Peak de dilución de CTV identificado por citometría de flujo. 
 
Los cálculos de índice de proliferación, utilizados en los experimentos 
de inmunosupresión, se realizaron según lo descrito en la literatura (Ohdan., 
2010). Como se observa en la Figura 6, el índice de proliferación se calculó a 
partir de los valores determinados experimentalmente en porcentaje de 
cualquiera de los eventos celulares, en este caso linfocitos T CD4+ en cada 
ciclo de división “N” (A) y el número total de linfocitos T CD4+ vivos al momento 
de la citometría (B). Las células T hijas, que dividieron “n” cantidad de veces, se 
calculó como valor absoluto (C). El número absoluto de progenitores para 
generar células T hija, se extrapolo dividiendo las células T hijas en “n” 
divisiones por 2N (D). El número total de eventos mitóticos (F) se calculó 
restando el número absoluto de células T hijas con el número absoluto de 
precursores (C-E=F). Para determinar la frecuencia de los precursores (E) se 
realizó la división del número total de células T hijas sobre la extrapolación de 
precursores (C/D=E). El índice de proliferación se determinó como la razón 
(H/G) entre la suma de todos los eventos mitóticos (H) y la suma absoluta de 
los precursores (G). 
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Figura 6. Esquema para cálculo de índice de proliferación. En el panel izquierdo se muestra un histograma 
representativo, donde se identifican los peaks de dilución de CTV. Al calcular las células presentes en 
cada peak, se puede operar matemáticamente el número de precursores absolutos correspondientes a 
esa división celular, dividiendo el número de eventos por 2n. Luego la diferencia entre precursores y 
eventos totales corresponde al número de células mitóticas correspondientes a esa división (C-E). El valor 
final de índice de proliferación corresponde a la razón entre la sumatoria de eventos mitóticos y la 
sumatoria de precursores totales. Figura modificada de Ohdan H. Quantification of T-cell proliferation for 
individualizing immunosuppressive therapy for transplantation patients. Clin Pharmacol Ther 2010;87:23-
26. 
 
 
Debido a la variación intra-ensayo, siempre se obtienen índices de 
proliferación distintos frente a una misma estimulación CD3/CD28, por lo tanto, 
se utilizó el “porcentaje del índice de proliferación”, atribuyendo a un 100% al 
valor máximo de índice de proliferación obtenido con estimulación CD3/CD28 
en el set experimental analizado y calculando así los valores obtenidos en cada 
condición. 
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CAPÍTULO 6: RESULTADOS 
 
 
6.1-Estandarización del ensayo enzimático GABAse para medir niveles de 
GABA en distintos tipos celulares. 
 
6.1.1. Mecánica del ensayo acoplado GABAse 
 
El ensayo acoplado a fluorescencia para detección de GABA es un 
ensayo enzimático que se basa en la formación de resorufina como producto de 
la reacción enzimática en la que participan los analitos GABA y succínico 
semialdehído (Ippolito & col., 2014). Esta metodología fue publicada 
recientemente en la literatura y corresponde a una modificación de otros 
ensayos enzimáticos donde se utilizan las actividades GABA transaminasa 
(ABAT), Succínico Semialdheído Deshidrogenasa (ALDH5A1) y Diaforasa como 
estrategia de oxidoreducción para causar la reducción de resazurina a partir de 
GABA y SSAL (Figura 7).  
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Figura 7. Sintesis de GABA y vias metabolicas en celulas NE. GLUD: glutamato 
deshidrogena; GLS: glutamina; GLUL: glutamato amonio ligasa; GAD1: glutamato descarboxilasa; ODC1: 
ornitina descarboxilasa; ABP1: diamina oxidasa; ABAT: GABA transaminasa; SSAL: succinico 
semialdehido; ALDH5A1: ácido succinico semialdehido deshidrogenasa; ALDH9A1: aldehido 
deshidrogenasa; SAT1: espermidina/espermina N-acetiltransferasa. Fuente: Ippolito JE, Piwnica-Worms D 
(2014). A Fluorescence-Coupled Assay for Gamma Aminobutyric Acid (GABA) Reveals Metabolic Stress-
Induced Modulation of GABA Content in Neuroendocrine Cancer. Plos ONE 9(2): e88667. 
doi:10.1371/journal.pone.0088667. 
 
Debido a que esta técnica no se había realizado antes en el laboratorio, fue 
necesario estandarizar la metodología para trabajar en forma reproducible y 
confiable con este ensayo. Guiándonos en la publicación original, y luego de 
consultar con los autores originales de la publicación la mejor forma de preparar 
los stocks de trabajo y las alícuotas de los reactivos, se decidió comprobar la 
mecánica con que trabaja este ensayo utilizando el protocolo descrito en la 
sección metodología (Anexo 5). Para esto lo primero que se hizo fue medir la 
formación enzimática de resorufina, el producto fluorescente de la reacción, 
usando 25 M de GABA durante un período de tiempo de 120 minutos (Figura 
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8A). Se observó que la formación de resorufina fue lineal respecto el tiempo 
hasta los 30 minutos de incubación y luego de ese tiempo comenzó a tener un 
comportamiento asintótico hasta los 120 minutos, característico de las cinéticas 
que llegan a plateau. Por lo tanto, se decidió incubar por 30 minutos la reacción 
enzimática antes de cada lectura. Cabe señalar que idénticos resultados fueron 
observados por el grupo del Dr. Piwnica-Worms y colaboradores (Anexo 2), 
indicando que nuestras condiciones de trabajo e instrumental utilizado igualan 
las descritas en la publicación original. Luego, se midió la linealidad de la 
reacción para calcular la pendiente de nuestra curva y así poder determinar los 
parámetros de límite de detección y cuantificación. Para esto, se realizó una 
curva decreciente de concentraciones de GABA mediante dilución seriada 1:2, 
desde una concentración inicial 100 M hasta 1,5625 M. En forma similar al 
ensayo anterior, se tomaron 10 L de cada dilución en triplicado y se 
completaron con 90 L de la mezcla que contiene los distintos componentes de 
la reacción enzimática, o “Mastermix” y se leyó la placa luego de 30 minutos 
exactos de incubación a temperatura ambiente. En la Figura 8B, se observa que 
la señal generada de resorufina fue lineal en el tiempo hasta una concentración 
de 100 μM GABA, y el análisis de regresión lineal muestra un valor R2 de 0,993. 
(Figura 8B). Además de esto, se realizó el cálculo del “factor Z”, un parámetro 
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matemático simple de calcular, ampliamente usado en tecnologías de High 
Throughput Screening, que considera el promedio y la desviación estándar de 
la muestra positiva y el background, como una medida de separación de las 
señales y, por ende, la robustez del ensayo (Zhang J & col., 1999). Un valor de 
1 representa un ensayo ideal, valores en el rango 1>Z>0.5 representan un 
ensayo excelente y Z<0.5 representa ensayos poco robustos, más bien 
cualitativos. Nuestras condiciones experimentales del ensayo de detección de 
GABA acoplado a fluorescencia muestran un valor promedio de 0,93, y un valor 
de 0,94 a los 30 minutos (Figura 8C), indicando la idoneidad del ensayo para 
nuestra detección enzimática de GABA. 
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Figura 8. Mecánica del ensayo GABA.  A. Reacción enzimática representativa del ensayo 
acoplado GABAse usando 25 M de GABA. La meseta cinética se alcanza después de los 30 minutos. La 
curva representa el promedio de los resultados medidos en triplicado técnico. B. Linealidad del ensayo. Se 
midió una cantidad de 10 L de GABA con 90 L de Mastermix y se realizó la medición pasados 30 
minutos. El R2 fue de 0,993, el LOD y LOQ fueron 0,76 y 2,55 respectivamente. C. Factor Z. Se calculó el 
factor Z según lo descrito en literatura, obteniendo un valor promedio de 0,93. La señal de fluorescencia 
esta medida en unidades arbitrarias (A.U.) y corregida contra el blanco de muestra. 
 
 
6.1.2. Determinación Límites de Detección y Límites de Cuantificación. 
 
Se ha descrito que este ensayo acoplado a fluorescencia para la 
detección de GABA tiene un límite de detección (LOD) de 0,78 μM y un límite 
de cuantificación (LOQ) de 2,6 μM (Ippolito & col., 2014). Para determinar que 
en nuestras manos logramos reproducir este ensayo, se prepararon diluciones 
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seriadas 1:2 de GABA desde una concentración 100 M hasta una 
concentración 1,5625 M. Se preparamos 2 diluciones distintas, una usando 
Agua MiliQ para diluir GABA y por otro lado una curva de GABA diluida en el 
mismo medio condicionado que se ocupa para sembrar los cultivos de células 
madres Mesenquimales, de forma de averiguar si afectaba ocupar uno u otro 
medio para preparar las curvas a futuro. Se realizó la medición usando 10 L de 
la dilución correspondiente y agregando 90 L del Mastermix preparado como 
se describe en métodos. La placa se midió pasados 30 minutos exactos desde 
que se agregó el Mastermix  a la dilución y se midió en distintos niveles de 
ganancia para determinar el rango óptimo de medición de las muestras (Figura 
9). Ocupando agua MiliQ para diluir las distintas concentraciones de GABA 
obtuvimos valores cercanos a la literatura, midiendo en ganancia 60 y tomando 
las mediciones hasta 100 M de concentración. Cuando realizamos las 
medidas con el medio en el cual se siembran las MSC, obtuvimos un mejor 
valor midiendo las muestras en ganancia 60 y tomando las mediciones hasta 
100 M de concentración.  
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En conclusión, las mediciones futuras se realizarán midiendo los 
medios condicionados en ganancia 60, con una curva de GABA hasta 100 µM 
de concentración. 
 
 
Figura 9. Límites de detección, límites de cuantificación y Linealidad de la recta.  Se midieron 
los límites de detección (LOD) y los límites de cuantificación (LOQ) de la técnica, utilizando la curva 
estándar y midiendo a diferentes ganancias del lector de fluorescencia en placas. Para la realización de la 
tabla se tomaron los resultados obtenidos en la curva hasta una concentración de 50 M y otra medición 
con los resultados obtenidos hasta la concentración 100 M. Se observa que los límites de detección y de 
cuantificación más cercanos a lo reportado en la literatura (marcados con rojo) fueron obtenidos con 
ganancia 60 y tomando las mediciones hasta una concentración de 100 M. Se muestra además, la 
linealidad de la recta de cada curva que se realizó. 
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6.1.3. Medición de niveles de GABA en Células HEK 293. 
 
El siguiente paso en que se trabajó, fue comprobar si se podían 
medir niveles de GABA secretados por algún tipo celular que presentara altos 
niveles de secreción de GABA, y no en una dilución de GABA puro previamente 
diluida. Para esto, se decidió medir niveles de GABA en células HEK 293 
transfectadas con GAD65/67. Se preparó un cultivo de células HEK 293 
sembrando 50.000 células por pocillo en una placa de 6 pocillos. Se dejó un 
pocillo como control, el cual se transfectó con GFP (Green Fluorescent Protein) 
y otra placa en la cual las células HEK 293 se transfectaron con GAD65/67 
como se describe en la sección metodología. Estas placas se observaron al 
microscopio diariamente para ver su crecimiento y adecuada  confluencia, 
además de verificar mediante microscopía de fluorescencia la eficiencia de 
transfección con GFP (Figura 10).  
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Figura 10. Transfección células HEK 293 con GFP. En A se puede ver el cultivo de células 
HEK 293 vistas al microscopio. En B se observa el cultivo de células HEK anterior pero vista con el 
microscopio de fluorescencia, se puede ver que hubo transfección de células con GFP, mostrando el color 
verde manzana característico. La imagen C corresponde al cultivo de células HEK transfectadas con 
GAD65/67, las cuales al ver bajo al microscopio de fluorescencia en D no se observa fluorescencia, puesto 
que estas isoformas no generan fluorescencia. 
 
 
Una vez pasadas 48 horas de incubación se sacaron las placas de la 
incubadora y se procedió a obtener los lisados y medios condicionados como se 
describe en metodología. Se preparó una curva de GABA diluida con medio de 
crecimiento de células HEK 293 y se procedió a realizar la lectura de las 
muestras. Con esto se obtuvo valores de GABA secretados en concentración 
M, pero se decidió normalizar estos resultados y presentarlos en formato pmol 
A 
B 
C 
D 
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de GABA/ g de proteína para compensar variaciones en la cantidad de células 
presentes en cada pozo, como aparece sugerido en la literatura (Ippolito & col., 
2014). Se obtuvo un valor de 2.215 pmol GABA/ g proteína con la transfección 
de GAD65/67 (Figura 11). Los valores de GABA secretados que estuvieron bajo 
los límites de cuantificación para cada determinación, no se consideraron y se 
presentan como No Detectable (N.D). Pese a presentar niveles de GABA bajo 
el LOQ, los medios condicionados de las células HEK 293 presentaron valores 
cercanos a 3,5 μM en forma basal, que comparados con 182,5 μM en los 
medios condicionados de células HEK 293 transfectadas demuestran que la 
transfección de GAD en HEK 293 aumenta considerablemente la producción de 
GABA, y que somos capaces de cuantificar GABA en los medios condicionados 
de células con aumento en los niveles de expresión de GAD en un sistema 
celular. 
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Figura 11. Medición de GABA secretado por células HEK 293 transfectadas con 
GAD65/67. Se realizaron cuatro experimentos independientes de células HEK293 transfectadas 
con GFP y en co-transfección de GAD65/67 por 48 horas (N=4). Los niveles de GABA 
secretados en el control de células HEK transfectadas con GFP no fueron detectables (N.D) En 
cambio el nivel de GABA secretado en la co-transfección con GAD65/67 fue de 2.215 pmol 
GABA/ µg proteína. El análisis estadístico fue realizado por test no parametrito Mann-Whitney 
(*P < 0.05). 
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6.2- Validar el ensayo GABAse usando como control positivo Células Madres 
Mesenquimales tratadas con Vigabatrina. 
 
 
6.2.1. Viabilidad de MSC con tratamiento con Vigabatrina. 
 
 
Para la determinación de la viabilidad de células madres 
Mesenquimales tratadas con Vigabatrina se utilizaron dos tipos celulares, 
Invitrogen y LICYM a una concentración de 3000 células en 200 µl, expuestas a 
diferentes concentraciones de Vigabatrina (12.5 µM, 25 µM, 50 µM, 100 µM, 150 
µM, 200 µM y 300 µM) e incubadas a diferente lapsos de tiempos (24 y 48hrs).  
 
Se observó que en el tratamiento de Vigabatrina en células Invitrogen 
tanto a concentraciones bajas (12,5 µM) como a concentraciones altas (300 µM) 
de Vigabatrina la viabilidad de las células resulto estar por sobre el 50% para el 
tratamiento  de 24 hrs (Figura 12A) y tratamiento de 48hrs (Figura 12B). 
 
Para el caso de las células LICYM se observó que las 
concentraciones de Vigabatrina dispuestas no resultaron toxicas para el cultivo 
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de células, obteniendo un porcentaje por sobre el 50%, tanto para el tratamiento 
durante 24 hrs (Figura 12C), como el tratamiento a 48 hrs (Figura 12D). 
 
Para efectos de la investigación se tomó la decisión de trabajar solo 
con Células Madres Mesenquimales Invitrogen, que presentaron viabilidades 
más homogéneas en todo el rango de concentraciones de vigabatrina, con el fin 
de optimizar los tiempos de trabajo y costo de materiales. 
 
Figura 12. Toxicidad de Vigabatrina en MSC. Concentraciones crecientes de 
Vigabatrina (µM) en pozos de 3000 células en 100 µl e incubadas a diferente rango de tiempo. 
A. Grafico correspondiente a células Invitrogen incubadas a 24 hrs. B. Mismas células 
Invitrogen incubadas a 48 hrs. C. Luego tenemos células LICYM incubadas a 24 hrs, y por 
último, D. corresponde a células LICYM incubadas a 48hrs. 
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6.2.2. Medición de los niveles de GABA en MSC mediante tratamiento con 
Vigabatrina. 
 
El siguiente paso fue medir la cantidad de GABA que pueden 
secretar las MSC en estado basal. Este procedimiento se llevó a cabo mediante 
un cultivo de células Invitrogen sembrando 50.000 células por pozo en una 
placa de 6 pocillos. Se dejó un pocillo control solo con células MSC, otro pozo 
con un tratamiento con vigabatrina 100 µM por 48 hrs, el siguiente pozo con un 
tratamiento de 300 µM por 48 hrs. Luego en los tres pozos restantes se aplicó 
una doble dosis 100 de Vigabatrina 24/48 hrs, seguido de un tratamiento de 100 
µM y 300 µM por 24 hrs de Vigabatrina respectivamente. Estas placas se 
observaron al microscopio diariamente para ver su crecimiento y confluencia. 
Una vez pasadas las 48 horas de incubación, se sacaron las placas 
de la incubadora y se procedió a obtener los lisados y medios condicionados 
como se describe en metodología. Se preparó una curva de GABA diluida con 
medio de crecimiento de células MSC y se procedió a realizar la lectura de las 
muestras colocando 10 L de muestra y agregando 90 L de solución 
Mastermix, como de costumbre. Con esto se obtuvo valores de GABA 
secretados en el rango de concentración M bajo, pero se decidió normalizar 
estos resultados y presentarlos en forma de pmol de GABA/ g de proteína 
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como aparece descrito en la literatura sobre este ensayo (Ippolito & col., 2014). 
En la figura 13 se observan los valores de GABA secretados que estuvieron 
bajo los límites de cuantificación para cada determinación, no se consideraron y 
se presentan como No Detectable (N.D).  
 
 
 
Figura. 13. Medición de niveles de GABA en MSC tratadas con Vigabatrina. Se 
realizaron tres experimentos independientes de células Invitrogen (N=3). Debido a que, por 
medio de este ensayo entre los tres experimentos no se obtuvo niveles de GABA por sobre el 
límite de cuantificación (LOQ), no fue posible realizar lecturas claras en los medios 
condicionados y por consecuencia no se puede realizar análisis estadísticos de estos datos.  
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Se observó que, en condiciones basales, la sola agregación de 
vigabatrina al medio no fue capaz de aumentar los niveles de GABA secretados 
y que los niveles basales caen en valores al límite de detección utilizando la 
técnica descrita por Ippolito en células Invitrogen. 
 
6.3. Cuantificación de GABA en MSC tratadas con citoquinas pro-inflamatorias. 
 
 
La ausencia de efecto de vigabatrina para aumentar los niveles 
secretados de GABA nos hicieron pensar que, pese a presentar inhibición de la 
enzima celular ABAT, los niveles basales de GAD podrían ser tan bajos que no 
se lograra detectar un aumento de GABA sólo por la inhibición de ABAT.  
El siguiente paso fue analizar los niveles secretados de GABA en 
cultivos de células madres Mesenquimales tratadas con las citoquinas pro-
inflamatorias IL-1  e IFN- , debido a que hemos demostrado que este 
tratamiento aumenta los niveles de mRNA y proteína GAD-67. Se evaluaron 
ambas citoquinas en conjunto y por separado, y se incluyó un control de co-
tratamiento con las citoquinas y con vigabatrina para maximizar una potencial 
detección de GABA secretado. La Tabla 1 resume las cantidades utilizadas de 
cada componente. En breve, las células se sembraron al día 1 utilizando la 
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cantidad de células descrita en la metodología, y al día 2 se realizó el 
tratamiento con las citoquinas pro-inflamatorias en un volumen mínimo de 
medio para maximizar la detección. Pasadas 24 horas desde el tratamiento, las 
células se observaron al microscopio para verificar un buen crecimiento y que 
su confluencia fuera la óptima. Pasadas 48 horas desde el tratamiento con las 
citoquinas pro-inflamatorias, las células se observaron al  microscopio y se 
fotografiaron para tener registro de su nivel de confluencia y viabilidad (Figura 
14).  
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Figura 14. Cultivos celulares de células madres Mesenquimales tratadas con citoquinas 
proinflamatorias. Se observa una imagen del cultivo celular al momento previo de iniciar el procesamiento 
de los medios condicionados y los lisados celulares para normalización. Las MSC CTL son un cultivo 
celular al que no se le realizo tratamiento alguno, mientras el resto de las imágenes muestran los cultivos 
de MSC con sus respectivos tratamientos pasadas 48 horas desde el inicio del estímulo. Las imágenes se 
tomaron con aumento 40x. 
 
Hecho esto se tomaron las placas y se retiraron desde la sala de 
cultivo para comenzar la obtención y procesamiento de los medios 
condicionados y los lisados celulares, según lo descrito en metodología. Se 
obtuvieron los medios condicionados y lisados celulares de los cuatro 
experimentos independientes realizados, los cuales fueron procesados y las 
muestras guardadas a -80ºC hasta su posterior medición. Luego de realizada la 
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medición, se obtuvieron los resultados de GABA secretado en concentración 
M, se realizó cuantificación de proteínas por método Bradford en los lisados 
como aparece descrito previamente en la metodología y con los valores de 
proteínas obtenidos se realizó la normalización de los niveles de GABA 
secretados por las MSC tratadas con citoquinas pro-inflamatorias (Figura 15). 
 
 
 
Figura 15. Niveles de GABA secretados por MSC pre-tratadas con citoquinas pro-
inflamatorias. Las MSC fueron tratadas por 48 horas con las citoquinas pro-inflamatorias IFN-  
25 ng/mL e IL-1  20 ng/mL solas o en conjunto, y con vigabatrina 100 μM, donde se indica. Los 
resultados provienen de 4 experimentos independientes El análisis estadístico aplicado fue test 
no paramétrico Mann-Whitney utilizando las células sin tratamiento (CTL) como control. (*P < 
0,05). 
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Se puede observar en la figura 15, que los niveles de GABA 
secretados fueron mayores en la combinación de las citoquinas pro-
inflamatorias IFN-  e IL-1  que en condiciones individuales en forma basal, las 
células MSC secretaron una cantidad de 118,037 pmol/ μg de proteínas. Los 
niveles de GABA secretados por las MSC con el tratamiento con IL-1  fue de 
143,2 pmol GABA/ g proteínas, en el caso del tratamiento con IFN-  fue de 
61,493 pmol GABA/ g proteínas. El tratamiento con ambas citoquinas dio 160,7 
pmol GABA/ g proteínas, mientras que el tratamiento conjuntos de las 
citoquinas, con la adición de 100 M de Vigabatrina dio el valor máximo 
detectado, de 214,1 pmol GABA/ g proteínas, lo que equivale a un 33.2% más 
que la combinación de las citoquinas pro-inflamatorias sin la adición de 
Vigabatrina. Sin embargo, sólo los tratamientos con IFN-  y con la combinación 
de citoquinas junto con vigabatrina fueron capaces de modificar los niveles de 
GABA secretados en forma estadísticamente significativamente en nuestras 
condiciones experimentales. 
 
6.4. Ensayos de inmunosupresión. 
 
Tanto para los ensayos previamente realizados como para los 
ensayos de inmunosupresión se ocuparon MSC de medula ósea de ratón 
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C57BL/6 marca Invitrogen (Invitrogen., 2009) las que fueron cultivadas en 
condiciones adecuadas y trabajas entre los pasajes 14 a 18, con una 
confluencia no mayor al 80%. 
  
Estudios previos de inmunofenotipificación realizados en el 
laboratorio ya habían comprobado que estas células Invitrogen son negativas 
para marcadores hematopoyéticos CD34, CD45 y positivas para marcadores de 
superficie Sca-1, CD44 y CD29 (Figura 16). Confirmando que estas condiciones 
de cultivo y control de pasaje celular son óptimas para la mantención de MSC 
murinas. 
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Figura 16. Inmunofenotipo de MSC Invitrogen. MSC adherentes de C57BL/6, se muestran 
positivas para marcadores Sca-1, CD44 y CD 29, mientras que resultaron negativas para marcadores 
hematopoyéticos CD34 y CD45. Controles de isotipos negativos fueron marcados con anticuerpos 
específicos. (IgG2ak-FITC para CD34 y Sca-1; IgG2bk-PE para CD45 y CD44; IgM 1-FITC para CD29, 
superposición gris) 
 
 
6.4.1. Determinación del rango dinámico de inmunosupresión. 
 
Para realizar la inmunosupresión en los ensayos de co-cultivo, se 
agregaron pocillos de controles de proliferación. Un pocillo basal sin anticuerpo 
anti-CD3 donde no hubo proliferación, un pocillo con anticuerpo anti-CD3 donde 
hubo un poco de proliferación, un pocillo con anticuerpo anti-CD3 y anti-CD28, 
donde se obtuvo el máximo de proliferación de los linfocitos T CD4+. 
 
81 
 
Estudios previos realizados en nuestro laboratorio mostraron que el pre-
tratamiento con IL-1  o con IL-1  + IFN-  aumenta las propiedades 
inmunosupresoras de MSC. Esto es, existe un mayor efecto de disminución de 
la proliferación de células TCD4+ en ensayos de co-cultivo entre MSC y TCD4+, 
respecto al co-cultivo con MSC no tratadas con citoquinas. Basándonos en 
estos resultados previos, se decidió ocupar 2 condiciones de cultivo de MSC 
para los ensayos de inmunosupresión: 1) Control y 2) IFN-  + IL-1 , durante 48 
horas de incubación. Estas MSC luego se tripsinizaron y se agregaron al 
ensayo de co-cultivo con células TCD4+ estimuladas con anti-CD3 y anti-CD28, 
como se describe en métodos. 
 
Para estos ensayos de inmunosupresión, se evaluaron distintas 
densidades o ratios de MSC vs Linfocitos T CD4+. Previamente en el 
laboratorio se habían realizado estos ensayos con cantidades de 3.000, 5.000, 
10.000, 20.000 y 30.000 MSC versus 300.000 linfocitos T CD4+ por pocillo. 
Obteniendo como resultado que el rango entre 10.000 a 30.000 era óptimo para 
realizar estos ensayos. En nuestro caso, se decidió bajar el rango desde 3.000 
a 20.000 MSC versus 300.000 linfocitos T CD4+ por pocillo como se muestra en 
la Figura 17. 
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Figura 17. Optimización de condiciones para el ensayo de inmunosupresión. Ensayo de 
inmunosupresión realizado con MSC tratadas con la combinación de citoquinas pro-inflamatorias durante 
48 horas, evaluadas a distintas densidades. Se utilizaron 300.000 linfocitos T CD4+ purificadas y 
diferentes dosis de MSC pre-estimuladas con citoquinas IFN-  [25 ng/mL]+ IL-1  [20 ng/mL] durante un 
periodo de 48 horas. 
 
Para los experimentos de MSC control en un ratio 1:15, es decir, 
ocupando 20.000 MSC contra 300.000 linfocitos T CD4+ se observó un 98% de 
inmunosupresión. En el ratio siguiente (1:30) se obtuvo un 87,11% de 
inmunosupresión, mientras que en los ratios siguientes 1:60 y 1:100 se 
obtuvieron valores de inmunosupresión de 51,06% y 36,88% respectivamente. 
Por lo cual, a medida que se aumentó el ratio, la inmunosupresión comenzó a 
perderse. En forma sistemática, el priming con la combinación de ambas 
citoquinas, IFN-  + IL-1  aumentó las capacidades inmunosupresoras de MSC. 
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 Experimentos con 10.000 MSC licenciadas mostró un 93,86% de 
inmunosupresión, mientras que con 5.000 MSC se obtuvo un 70,57% de 
inmunosupresión y el último punto con 3.000 MSC se pudo observar un 55,26% 
de inmunosupresión. 
 
Finalmente se realizó el ensayo de detección de GABA basado en 
fluorescencia y GABase usando el medio condicionado obtenido de los ensayos 
de co-cultivo de MSC con Linfocitos T CD4+. Se realizó el ensayo de la misma 
forma en que se realizaron los ensayos de determinación de GABA realizados 
previamente, obteniendo en esta oportunidad niveles de GABA secretados bajo 
el límite de cuantificación de la técnica para todas las condiciones 
experimentales planteadas (anexo 3). 
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CAPÍTULO 7: DISCUSIÓN 
 
Diversos estudios han mostrado distintos métodos para determinar 
niveles de GABA y de otros neurotransmisores. Si bien la medición de GABA se 
puede realizar por cromatografía liquida de alta resolución (HPLC), este es un 
método caro y complicado de realizar, por lo cual, la alternativa del reactivo 
GABase (Sigma Aldrich) se ha visto como un método relativamente económico 
y sencillo de montar, ya que utiliza equipamiento común de laboratorio y 
aproximaciones bioquímicas clásicas.  
 
A la fecha, no existen estudios donde se midan los niveles de GABA 
secretados por las células madres mesenquimales. En cambio sí se han medido 
niveles de GABA secretados por otros tipos celulares eucariontes y por 
bacterias. Por ejemplo, Tsukatani en su trabajo midió los niveles de GABA que 
se producían a partir del ácido láctico secretado por bacterias como Listeria 
monocytogenes. Ocupando el reactivo GABase, en este caso basándose en el 
cambio de absorbancia causada por la conversión de NADP+ a NADPH, ellos 
llegaron a la conclusión que, para un alto número de muestras, es más fácil, 
rápido y económico ocupar este ensayo que realizarlo con el ensayo tradicional 
HPLC. Además lograron demostrar que la recuperación de GABA con el 
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método GABase era casi tan alta como ocupando cromatografía liquida 
(Tsukatani & col., 2005).  
 
En otro trabajo se midieron los niveles de GABA intracelular en 
bacterias también usando el reactivo GABase. En este trabajo se menciona que 
el succínico semialdehido (SSAL) intracelular presente en el lisado también 
podría ser medido como GABA en el ensayo. Eso se podría arreglar preparando 
una solución de SSAL y agregándolo como estándar interno, seguido por la 
resta de este valor obtenido para SSAL en el ensayo GABase. Sin embargo, el 
reactivo SSAL no estaba disponible comercialmente hasta ese entonces, por lo 
que plantearon una forma paralela de medir GABA, que fue inhibir la GABA-T 
presente en la mezcla GABase. Por lo tanto, era necesario realizar 2 
determinaciones que podrían realizarse en paralelo, con o sin un inhibidor de 
GABA-T, para cuantificar SSAL solo o GABA y SSAL colectivamente. 
Posteriormente el valor de GABA podría estimarse restando el valor de SSAL 
del colectivo (O`Byrne & col., 2011). Esta lógica está en la base del ensayo 
utilizado por Ippolito.  
En el caso puntual del ensayo modificado planteado por Ippolito & 
col, la medición de GABA se realiza basándose en la medición de la 
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fluorescencia generada por resorufina, el producto fluorescente generado de la 
reacción. Esto ya es por sí una modificación importante respecto a las 
publicaciones previas relacionadas con el reactivo GABase, en las cuales se 
cuantificaban los niveles de GABA relacionados a la formación de NADPH en la 
reacción. Sin embargo, el LOD y LOQ utilizando NADPH era sólo de 67 M y 
223 M, por lo tanto la reducción de resazurina aporta una detección 
sustancialmente más sensible. 
 
En nuestro caso particular logramos replicar en gran medida las 
condiciones planteadas en la publicación de Ippolito (Ippolito & col., 2014). El 
valor Z, una medida de robustez de un ensayo analítico que mide la separación 
de las señales de background y muestra positiva, fue calculado según lo 
descrito en la literatura (Zhang & col., 1999) obteniendo un valor promedio de 
0,93 contra los 0.8 obtenidos por el grupo de Ippolito. En cuanto a los límites de 
detección y de cuantificación, estos se calcularon basados en la publicación de 
Thomas Karnes (Karnes & col., 1991) y con los datos propuestos en la 
publicación de Ippolito, logrando obtener para GABA un Límite de Detección de 
0,76 M y un Límite de Cuantificación de 2,55 M contra los 0,78 M y 2,6 M 
obtenidos por el grupo de Ippolito (Ippolito & col., 2014). Creemos importante 
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mencionar que todos los ensayos relacionados con GABase previamente 
mencionados ocupan 10 L de la muestra a analizar contra 90 L de la mezcla 
de reactivos a ocupar. Nosotros ocupamos los mismos valores al comienzo, 
pero para la medición de las MSC tratadas con citoquinas pro-inflamatorias 
quisimos aumentar la cantidad de muestra a ocupar, para lo cual aumentamos a 
30 L la cantidad de muestra a ocupar contra 70 L de la mezcla de reactivos a 
agregar, corrigiendo los valores de los reactivos a ocupar de manera 
proporcional. Para esto realizamos una curva estándar de GABA ocupando por 
un lado 10 L de muestra contra 90 L del mix de reactivos y por otra parte 30 
L de muestra contra 70 L de reactivo obteniendo como resultado curvas 
similares, lo que confirma que se puede aumentar el volumen de muestra a 
analizar sin perder calidad en la medición (resultados no mostrados). Sin 
embargo, mediciones usando 30 μM no superaron el nivel de background 
significativamente. 
 
El tipo de célula y el ensayo ocupado influyen en la detección de los 
niveles de GABA detectados. Estudios previos han medido precursores 
neuronales que migran a lo largo de la zona subventricular postnatal y a lo largo 
de la corriente migratoria rostral, hacia el bulbo olfatorio en el cerebro de 
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ratones adultos. En este estudio se midieron los niveles de GABA por 
cromatografía liquida en tándem con espectrometría de masa, logrando un 
límite de cuantificación <5 nM. Se midieron los niveles de GABA en el 
sobrenadante de la corriente migratoria rostral, tratadas con Ácido Nipecotico y 
luego medido con LC/MS/MS logrando detectar niveles de GABA en el 
tratamiento con ácido Nipecotico cercanos a los 3 M (Bolteus & col., 2005).  
 
En otro estudio en que se utilizaron células madres embrionarias, se 
cuantificaron los niveles de GABA liberados en el medio intracelular mediante 
un ensayo basado en cromatografía liquida de alta resolución junto a la 
ionización por electro spray y espectrometría de masa en tándem (HPLC-ESI-
MS/MS) encontrando que este tipo celular posee maquinaria GABAérgicas y 
además es capaz de liberar GABA espontáneamente obteniendo 
concentraciones en ng/mL (Teng & col., 2013). 
 
El grupo de Ippolito midió los niveles de GABA secretados por 
Carcinomas neuroendocrinos pudiendo detectar concentraciones de GABA 
secretadas por estas células en el rango 1137 pmol/ g de proteína. En 
nuestras células HEK 293 co-transfectadas con GAD65/67, la co-transfección 
89 
 
con GAD65/67 logramos detectar bajas concentraciones de GABA, al igual que 
el grupo de Ippolito, pero en menor cantidad.  
 
La Vigabatrina es una droga que inhibe de forma irreversible y 
selectiva la GABA-T, de esta forma se obtiene un aumento de GABA en el 
espacio sináptico (Storici & col., 2004; Menachem & col., 2011). Esta droga se 
ha ocupado desde algunos años atrás como tratamiento para la epilepsia 
refractaria y en el tratamiento de espasmos en niños. Estudios realizados en el 
reino unido muestran que el tratamiento con Vigabatrina disminuyo la incidencia 
de espasmos en los niños 14 días después del tratamiento con esta droga (Lux  
& col., 2004), mientras que otro estudio usando Vigabatrina en niños con 
epilepsia refractaria demostró que Vigabatrina ayuda significativamente en la 
eficacia de la reducción de la frecuencia, duración, y intensidad de las 
convulsiones pediátricas. Convulsiones diarias se vieron reducidas en ≤56% y 
54,5% después de tres y seis meses de tratamiento con vigabatrina. La tasa de 
respuesta, lo que significa una reducción de > 50% en las convulsiones de 
gravedad y duración, fue 67,2% y 56,7% en tres y seis meses de tratamiento 
con vigabatrina, respectivamente (Taghdiri & col., 2013). 
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Estudios previos realizados en astrocitos de rata, usando 
concentraciones de 100 M y 250 M de Vigabatrina, han mostrado que estas 
concentraciones son capaces de bloquear la captación de GABA por los 
astrocitos después de una exposición de 4 horas (Leach & col., 1996). Debido a 
que no existen reportes del uso de Vigabatrina en MSC, decidimos ocupar las 
concentraciones más usadas 100 M y 300 M para nuestros experimentos. 
Sin embargo, nuestros experimentos no dieron resultados cuantificables por 
esta técnica. Nosotros pensamos que en las condiciones en las que trabajamos 
no fuimos capaces de detectar un aumento de GABA generado por la droga, o 
que los niveles de GABA secretados por las células madres mesenquimales de 
forma basal no fueron suficientes para ser medido con la técnica utilizada. 
Probablemente sea una buena idea realizar este experimento nuevamente, 
pero durante un tiempo menor el tratamiento de la droga como se plantea en el 
cultivo de astrocitos explicado anteriormente.  
 
Estudios anteriores han demostrado que ocupando estímulos de 
MSC con citoquinas proinflamatorias como IFN-  e IL-1 , por un periodo de 8 
horas, estas MSC fueron capaces de reducir la proliferación de esplenocitos, 
pero IL-1  por sí sola no era capaz de hacerlo (Ren & col., 2008). Estudios 
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previos realizados en el laboratorio reportaron que ciertamente el priming con 
IFN-  e IL-1  vuelve más inmunosupresora a las MSC y que el estímulo sólo 
con IL-1  volvía aún más inmunosupresora a estas MSC. En cuanto a los 
niveles de GABA secretados por las MSC con los distintos priming se pudo 
observar que el nivel de GABA secretado por las MSC estimuladas con ambas 
citoquinas fue mayor que el presentado por ambas citoquinas separadas.  En 
cuanto a los niveles secretados con el estímulo de IL-1  fue mayor que lo 
secretado con el estímulo de IFN- . Esto puede ser un resultado algo 
contradictorio, ya que si el estímulo con IL-1  provocaba una mayor 
inmunosupresión que el estímulo con ambas citoquinas, se podría pensar que 
los niveles de GABA serían mayores en esa condición, pero se dio que el nivel 
secretado de GABA fue mayor al combinar ambos estímulos, lo que nos hace 
pensar que mayor inmunosupresión no necesariamente significa una mayor 
cantidad de GABA presente. Ahora bien, cuando se agregó a la muestra de 
MSC estimulada con ambas citoquinas una dosis de 100 M de Vigabatrina, los 
niveles secretados de GABA aumentaron un 33,2 % más en comparación a los 
niveles secretados por ambos estímulos sin el tratamiento con Vigabatrina, lo 
que muestra que la vigabatrina tuvo un efecto positivo en cuanto a inhibir la 
GABA-T y de esta forma permitir la acumulación de GABA en el sistema. Este 
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resultado nos permite confirmar también que la vigabatrina con la cual 
estuvimos trabajando fue bien preparada y que los resultados negativos 
obtenidos en los experimentos sólo con vigabatrina no fueron provocados por la 
droga. Creemos que, debido a la escasa expresión de GAD-67 y nula expresión 
de GAD-65 en MSC en estado basal podría explicar este resultado negativo. 
 
Lamentablemente de los cinco experimentos de co-cultivo realizados, 
solo uno resulto de manera satisfactoria. Por razones de tiempo no se pudo 
seguir realizando más experimentos, por lo cual, se decidió medir los niveles de 
GABA en el medio condicionado del ensayo que resulto. Sin embargo los 
niveles secretados estuvieron por debajo del límite de cuantificación de la 
técnica. Este es un punto importante de mencionar, ya que si bien, fuimos 
capaces de recrear casi en su totalidad las condiciones en que se trabajó este 
ensayo GABase en la publicación de Ippolito, al momento de comenzar a medir 
los niveles de GABA en MSC, los límites de detección y de cuantificación de la 
técnica aumentaron.  
 
Probablemente esto tenga relación con el tipo de reactivos que se 
utiliza para el cultivo de las células. Para la medición de las células cancerosas 
neuroendocrinas pancreáticas trabajadas en la publicación de Ippolito, se 
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cultivaron estas células con medio DMEM, mismo medio que nosotros 
utilizamos para realizar los primeros experimentos con el reactivo GABase y 
con el que se cultivaron las células HEK 293 en las que se midieron los niveles 
de GABA. Al pasar a medir las células madres mesenquimales de Invitrogen, se 
utilizó como medio Alpha-MEM, una preparación distinta a la del medio DMEM y 
al comenzar a utilizar Alpha-MEM aumentaron los Limites de detección y de 
Cuantificación de la técnica haciendo más difícil medir los niveles de GABA 
secretados en las distintas condiciones. Bajo estas nuevas condiciones, no se 
pudo detectar niveles de GABA secretados por las MSC de forma basal, pero si 
se pudo medir los niveles de GABA en estas células al recibir el priming con las 
citoquinas proinflamatorias, demostrando que la secreción de GABA fue mucho 
mayor al estar estas células MSC con una actividad inmunosupresora mayor, 
pero que al menos en nuestras mediciones, la cantidad de GABA secretada no 
fue directamente proporcional a una mayor capacidad inmunosupresora de las 
MSC. Ahora bien, cuando se realizaron las mediciones en el co-cultivo se pasó 
a ocupar medio RPMI completo (RPMI + Glutamax, L-glutamina, Piruvato, 
Penicilina/streptomicina, -mercaptoetanol), pues este es el medio utilizado 
para el cultivo de los linfocitos T CD4+ y el medio en que se realizó el co cultivo. 
Obtuvimos que los límites de detección y cuantificación de la técnica 
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aumentaron aún más, lo que fue un problema sin solución para nosotros e 
impidió obtener valores medibles de GABA en las condiciones trabajadas. 
 
Lo que nos hace pensar que es inevitable volver a estandarizar la 
técnica pero considerando estas nuevas variables si es que se quiere seguir 
utilizando la técnica para medir GABA. Además es importante tratar de obtener 
condiciones óptimas para realizar los ensayos de co cultivo con los Linfocitos T 
CD4+, si bien esta preparación estaba protocolizada en el laboratorio, son 
muchas las variables que pueden causar que el experimento no resultase como 
fue en nuestro caso, que se hace necesario seguir trabajando para lograr 
disminuir estos imponderables tanto para los experimentos de co cultivo como 
para la medición de GABA mediante el reactivo GABase. 
 
Si bien no existe un estudio acabado de cuanta cantidad de GABA 
produce una célula madre mesenquimal existen estudios en células fuera del 
SNC que si pueden producir una cantidad de GABA que desencadena un 
efecto. Es el caso de células β productoras de insulina del páncreas que 
registran una concentración plasmática de GABA de alrededor de los 100 nM 
(Bjork, 2001). Ahora si llevamos esa concentración mínima funcional a nuestros 
experimentos en relación a cuanto es lo que nosotros podemos detectar con 
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nuestro ensayo GABase sería imposible poder rescatar una data de esa 
magnitud porque se debe tener presente que el límite de detección (LOD) para 
nuestro ensayo resulta ser de 0,78 µM de GABA, frente a este razonamiento 
esos 100 nM de GABA estarían por debajo de nuestro límite de detección. Una 
solución hipotética que se podría realizar para poder medir esas cantidad de 
GABA con el ensayo GABase seria concentrar el medio, si bien desde una 
alícuota de 10 µL de medio condicionado lo mínimo que puede detectar este 
experimento son 0.78 µM de GABA lo más sensato es que se pueda concentrar 
el medio condicionado alrededor de 8 veces la inicial, con el fin que esa alícuota 
inicial de 10 µL de medio condicionado este concentrada de manera tal como si 
se estuviera analizando una alícuota de 80 µL. 
 
Experimentos futuros abordarán la comparación de uso de medios 
DMEM y Alpha-MEM en experimentos en células HEK 293 transfectadas con 
GAD para evaluar usar DMEM en células MSC. Notablemente, la concentración 
de glucosa en DMEM y Alpha-MEM es de 4,5 g/L y 1,0 g/L, respectivamente, y 
glucosa tiene un efecto en la regulación de los niveles celulares de GABA en 
células de carcinoma (Ippolito & col., 2014). 
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CAPÍTULO 8: CONCLUSIÓN 
 
I-El ensayo enzimático GABase es un método sensible, barato y 
sencillo de realizar que permite medir niveles de GABA con alta sensibilidad en 
distintos tipos celulares como células cancerosas, células HEK 293 
transfectadas con las enzimas biosintéticas GAD67 y GAD65 o en células MSC 
murinas. 
 
II- Fuimos capaces de obtener resultados similares a los publicados 
en la literatura usando el método GABAse y fuimos capaces de medir niveles de 
GABA secretado en el medio condicionado en células HEK 293 y en un priming  
de MSC en conjunto con citoquinas proinflamatorias. 
 
III- Los niveles de GABA secretados por las MSC fueron mayores al 
ocupar un priming de MSC con la citoquina IL-1  y el conjunto de IFN-  con IL-
1  en relación a un control de MSC sin adición de citoquinas en cultivos de 
células MSC aisladas. 
 
IV- Al agregar Vigabatrina al priming de MSC, con las citoquinas IFN-
 e IL-1  los niveles de GABA secretados aumentaron en relación a los niveles 
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secretados por el mismo priming sin la droga, lo que comprueba el rol de esta 
droga para poder detectar mejor los niveles de GABA, al inhibir la enzima 
GABA-T celular. 
 
V- Como se había observado previamente en el laboratorio, el 
priming de MSC con las citoquinas IFN-  [25 ng/mL] e IL-1  [20 ng/mL] en 
conjunto, aumenta las cualidades inmunosupresoras de las MSC respecto a un 
control sin adición de citoquinas. 
 
En base a los resultados obtenidos en el priming de MSC con 
citoquinas proinflamatorias se hace presente que GABA tiene un papel 
importante en el proceso proinflamatorio, pero es necesario comprobarlo en el 
co-cultivo de MSC: TCD4+. Para esto se hace necesario mejorar la técnica 
ocupada, ya sea concentrando la muestra para lograr una mejor detección o 
aumentar el volumen a medir. Es importante mencionar que las mediciones de 
GABA que se realizaron fueron a tiempo final, por lo cual, se hace necesario 
también realizar una caracterización cinética para la medición de GABA durante 
el transcurso del co-cultivo de forma de verificar si existe un peak transiente de 
secreción de GABA antes de las 60 horas del ensayo de inmunosupresión. 
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ANEXOS 
 
 
 
Anexo 1. Esquema del ensayo GABA acoplado a fluorescencia. La preparacion GABase, 
una combinacion de enzimas ABAT y ALDH5A1 provenientes de P.fluorescens convierte GABA a 
succinato a traves de la conversion de -cetoglutarato a glutamato y NADP a NADPH. Aunque NAD o 
NADP potencialmente pueden ser utilizados como sustratos por ALDH5A1, NADP se utiliza 
convencionalmente como un cofactor para este preparación. Succinico semialdehído (SSAL), un 
intermedio del metabolismo de GABA también es metabolizado por la preparación GABase. La diaforasa 
oxida el NADPH y reduce la resazurina a resorufina fluorescente. La aplicación de 2-aminoetil sulfato de 
hidrógeno (2-AEHS), un inhibidor de ABAT se puede utilizar para determinar la contribución de SSAL al 
total de la señal generada a partir de GABA y SSAL en lisados celulares. Fuente: Ippolito JE, Piwnica-
Worms D (2014). A Fluorescence-Coupled Assay for Gamma Aminobutyric Acid (GABA) Reveals 
Metabolic Stress-Induced Modulation of GABA Content in Neuroendocrine Cancer. Plos ONE 9(2): 
e88667. doi:10.1371/journal.pone.0088667. 
 
 
112 
 
 
Anexo 2. Representación enzimatica para el ensayo acoplado GABase usando 25 M de 
GABA. El plateu cinetico se observa a los 30 minutos de reacción. Fuente: Ippolito JE, Piwnica-Worms D 
(2014). A Fluorescence-Coupled Assay for Gamma Aminobutyric Acid (GABA) Reveals Metabolic Stress-
Induced Modulation of GABA Content in Neuroendocrine Cancer. Plos ONE 9(2): e88667. 
doi:10.1371/journal.pone.0088667. 
 
 
Anexo 3. Niveles de GABA medidos en los medios condicionados de un co cultivo de MSC: 
TCD4+. Los niveles de GABA en los medios condicionados estuvieron bajo los límites de cuantificación de 
la técnica en todas las condiciones estudiadas, por lo cual, se muestran como resultados No Detectables 
(N.D). 
 
113 
 
 
 
Anexo 4. Linealidad de los ensayos de medición de GABA. Se presentan los gráficos de 
linealidad de los ensayos realizados para medir GABA en las distintas muestras evaluadas. El gráfico A es 
de la medición de los niveles de GABA en las células HEK 293, con un R2 de 0,9991. B es del ensayo de 
medición de GABA en células MSC tratadas con distintas dosis de vigabatrina, con un R2 de 0,9982. C 
muestra la linealidad del ensayo de medición de GABA en MSC con citoquinas proinflamatorias, R2 de 
0,9922 y D es la medición de GABA en el medio condicionado del co-cultivo de MSC: TCD4+, R2 de 
0,9991. 
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Anexo 5. Planilla de reactivos para la preparación de mastermix. La planilla muestra el detalle de cada reactivo 
para la preparación del mastermix. SSAL+GABA representa la planilla con reactivos de mastermix sin el inhibidor 
2-AEHS, mientras que en SSAL se observa la planilla con reactivos de mastermix con el inhibidor 2-AEHS. Se 
muestra la concentración inicial de cada reactivo y su concentración final al momento de estar en la preparación, 
además del volumen de cada uno de los compuestos utilizados en la reacción para cierta cantidad de muestras. 
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Glosario 
 
Citoquinas: Las citoquinas son un conjunto de proteínas que regulan 
interacciones de las células del sistema inmune. Su función inmunorreguladora 
es clave en la respuesta inmune, en la inflamación y en la hematopoyesis de 
distintos tipos celulares. 
 
Co cultivo: Técnica de cultivo que consiste en mezclar varios tipos de células in 
vitro para permitir interacciones sinérgicas o antagonistas. 
 
Cultivo celular: es el proceso mediante el que células, ya sean células 
procariontes o eucariontes, pueden cultivarse en condiciones controladas. 
 
Fluorescencia: Es un tipo particular de luminiscencia, que caracteriza a las 
sustancias que son capaces de absorber energía en forma de radiaciones 
electromagnéticas y luego emitir parte de esa energía en forma de radiación 
electromagnética de longitud de onda diferente. 
 
GABA: Es un aminoácido de cuatro carbonos, presente en bacterias, plantas y 
vertebrados. En el cerebro actúa como neurotransmisor inhibitorio en varios de 
sus circuitos.  
 
GAD 65: Glutamato descarboxilasa es una enzima que cataliza la 
descarboxilacion de glutamato a acido gamma aminobutírico (GABA). Es la 
isoforma de 65 kDa de peso. 
 
116 
 
GAD 67: Glutamato descarboxilasa es una enzima que cataliza la 
descarboxilacion de glutamato a acido gamma aminobutírico (GABA). Es la 
isoforma de 67 kDa de peso. 
 
HEK293: Son una línea celular transformada derivadas de preparaciones de 
riñón embriónico humano. Dado que son transformadas experimentalmente, las 
células HEK 293 no son un buen modelo para las células del riñón, no obstante, 
son fáciles de cultivar y transferir y son comúnmente usadas como modelo para 
examinar al receptor transferido. 
 
IL-1B: Es una citoquina producida por múltiples estirpes celulares, 
principalmente por macrófagos activados. Se produce en grandes cantidades 
como respuesta a infecciones o cualquier tipo de lesión o estrés. Es un 
mediador clave en la respuesta inflamatoria ocasionando fiebre, neutrofilia y 
producción de proteínas de fase aguda. La IL-1 es liberada por los macrófagos, 
monocitos y células dendríticas en respuesta al factor de necrosis tumoral alfa. 
 
INF-gamma: Es un tipo de citoquina producida por los linfocitos T y natural killer 
(NK) cuya función más importante es la activación de los macrófagos, tanto en 
las respuestas inmunitaria innatas como las respuestas celulares adaptativas, 
previamente interviene en la reclutación de monocitos de la circulación. 
 
Inmunosupresión: Se define como la inhibición de uno o más componentes del 
sistema inmune adaptativo o innato, que puede producirse como resultado de 
una enfermedad subyacente o de forma intencional mediante el uso de 
medicamentos u otros tratamientos, como radiación o cirugía. 
 
Linfocitos T CD4+: Son un subgrupo de linfocitos que tienen un papel muy 
importante en establecer y maximizar las capacidades de defensa del sistema 
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inmune. Los linfocitos T que expresan activamente su CD4 son entonces 
llamados linfocitos T CD4+.  
 
Lisis celular: Es el proceso de ruptura de la membrana celular que produce la 
salida del material intracelular. 
 
Medio condicionado: Se denomina medio condicionado al medio de cultivo que 
contiene los productos secretados por un cultivo celular en un tiempo dado. 
 
MSC: Mesenchymal Stem Cell o células madres mesenquimales son un tipo de 
células madres que tienen la capacidad de adherirse al plástico, pueden  
expresar marcadores de superficie CD73, CD90 y CD105 y la capacidad de 
poder diferenciarse a otros linajes mesenquimales como osteocitos, condrocitos 
y adipocitos. 
 
Neurotransmisor: Es una biomolécula que transmite información de una 
neurona  a otra neurona consecutiva, unidas mediante una sinapsis.  
 
TNF-alfa: Es una citoquina liberada por el sistema inmune que interviene  en  la 
inflamación estimulando la fase aguda del proceso inflamatorio. 
 
Transfección: Consiste en la introducción de material genético externo en 
células eucariotas mediante plásmidos, vectores víricos u otras herramientas 
para la transferencia. 
 
Tripsinizacion: Es una técnica permite separar las células de su soporte 
mediante un enzima, la tripsina, que rompe las uniones de las células al soporte 
de un cultivo, así como las uniones entre las células de un tejido. 
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Vigabatrina: Es un agente antiepiléptico que inhibe el catabolismo del GABA por 
inhibición de la transaminasa GABA. Es un análogo de GABA, pero no es un 
agonista del receptor. 
 
 
